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ABSTRAKT 
Práce bude zaměřena na identifikaci a stanovení vybraných fytofarmak a produktů jejich 
transformace pomocí separačních a spektrometrických metod dostupných v rámci 
ÚCHTOŽP. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
This diploma thesis will be focused on the identification and quantification of selected 
phytopharmaceuticals ant theri transformation products using separation and spectrometric 
methods available in the laboratories of ICTEP. 
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1. ÚVOD 
Během staletí se objevily a stále se objevují rostliny, které nyní běžně obohacují náš 
jídelníček. Zároveň se uplatňují v průmyslu, lékařství, kosmetice i v dalších odvětvích lidské 
činnosti. Výzkum rostlinných léčiv si dává za cíl nalezení rostlin nebo jejich částí, které by 
mohly pomoci řešit problémy v léčbě např. rakoviny, AIDS nebo Alzheimerovy choroby [1].  
Léčivé rostliny obsahují celou škálu biologicky aktivních látek s komplexním působením. 
Jedná se především o tzv. sekundární metabolity rostlin, které jsou dnes významnou součástí 
terapeutických prostředků, simulantů a omamných látek. Jejich fytoterapeutický záběr je 
široký a ne zcela prozkoumaný [1, 2]. 
Dnes už zcela běžnou konzumací fytofarmak se jejich obsahové látky dostávají do 
životního prostředí. Našim cílem, podobně jako u syntetických léčiv, je zjištění jejich 
množství a množství jejich metabolitů v životním prostředí. Pro stanovení množství těchto 
látek a jejich metabolitů se běžně využívají separační metody. Z extrakci je to například 
extrakce kapalina-kapalina, extrakce pevnou fází nebo extrakce rozpouštědlem podle 
zkoumaného vzorku. Koncovou analýzu sledovaných látek můžeme provést pomocí plynové 
chromatografie, kapalinové chromatografie nebo kombinacemi s hmotnostní spektrometrií 
nebo nukleární magnetickou rezonancí [23]. 
Další otázkou je zda množství těchto látek, které se naším užíváním dostává do prostředí, 
snižujeme, například v čistírně odpadních vod. Diskutovat také můžeme na téma jejich 
případné toxicity, osudu v životním prostředí nebo jejich vlivu na živé organismy.  
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
2.1. Fytofarmaka 
Fytofarmaka, rostlinná léčiva, užíváme ve formě rostlinných extraktů (z kořene, litů, plodů, 
natě, květů) nebo v čisté formě jako složky farmaceutických preparátů [3]. Rostliny můžeme 
dělit do skupin podle účinku v organismu; na kardiovaskulární systém, imunitní systém, 
centrální nervový systém, gastrointestinální systém, urogenitální systém, endokrinní systém a 
dýchací trakt [1]. 
Jejich účinnými složkami jsou především sekundární metabolity, a to především alkaloidy, 
heteroglykosidy, terpeny, vitaminy, flavonoidy apod. Řadu z těchto látek lze označit jako 
„jedy s léčebnými účinky“, a proto je u nich nutné určení vedlejších, toxických účinků [2]. 
Jednou z významných vlastností látek obsažených v rostlinách je schopnost likvidovat 
nadbytečné volné radikály v lidském těle (posílení imunity). Tyto látky nazýváme 
antioxidanty, patří sem např. β-karoten, vitamín C, E a flavonoidy [1]. 
 
Příklady využívaných léčivých rostlin: 
Echinacea (třepatka) obsahuje v kořenech a květu velké množství cenných látek; 
především echinacosid, dále pak insulin, silice, pryskyřice, pentosany, pyrrolizidinové 
alkaloidy, polysacharidy, třísloviny a flavonoidy. Extrakty slouží k posílení imunitního 
systému (léčení viróz), používá se jako podpůrný prostředek při léčbě rakoviny [1]. 
Ginkgo biloba (jinan dvojlaločný) je druhohorní strom. Extrakcí listů získáváme léčivo 
užívané pro zlepšení  krátkodobé paměti, pozornosti a vnímavosti. Obsahuje především 
seskviterpen bilobalid a řadu flavonoidů [1]. 
2.1.1. Obsahové látky fytofarmak 
Účinnými složkami fytofarmak jsou sekundární metabolity, produkty sekundárního 
metabolismu rostlin [2]. Vznik těchto látek je zapříčiněn buď degradací produktů primárního 
metabolismu, které jsou pro organismus škodlivé, nebo tvorbou látek se specifickým účinkem 
(např. hormony, vábivé a ochranné látky) [4]. 
Je známo několik desítek tisíc sekundárních metabolitů a stále přibývají nové. Nejčastěji je 
dělíme podle, mnohdy složité, chemické struktury na: 
1. Alkaloidy 
2. Glykosidy 
3. Terpeny ( „silice“) 
4. Taniny 
5. Flavonoidy 
 
Dalším hlediskem dělení je jejich biogenese z prekursorů (např. šikimát, acetyl- a sukcinyl-
CoA, isopentenyldifosfáty, sacharidy, karboxylové kyseliny) nebo podle funkce na: 
1. Přírodní barviva – velká škála látek s různou chemickou strukturou. Barevnost 
souvisí s nenasyceností a funkčními skupinami látky. Patří sem flavonoidy, 
anthokyany, katechiny, karotenoidy, ubichinony, flaviny, betalainy atd. 
2. Obranné látky – signální nebo účinné látky proti živočichům, houbám, bakteriím, 
virům, jiným rostlinám. Nejčastěji mají antimikrobní účinky (fytoalexiny např. 
isoflavonoidy u bobovitých rostlin, fytoncidy – rostlinná antibiotika), liší se 
chemickou strukturou [2]. 
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3. Růstové regulátory – jinak označované jako rostlinné hormony ovlivňující růst, 
kvetení, zakořenění, dělení buněk na úrovni genu. Do této skupiny řadíme 
fytohormony auxiny, cytokininy, gibereliny apod. [3]. 
2.1.1.1. Alkaloidy 
Alkaloidy jsou nejpočetnější nestejnorodá (dosud izolováno 7 000) skupina přírodních 
látek, které lidé odedávna využívají v medicíně pro jejich farmakologické i toxické narkotické 
účinky (morfin, opium). Všeobecně jsou označovány za organické dusíkaté báze s jedním 
nebo několika heterocyklickými dusíkatými atomy v molekule. V rostlinách jsou vázány ve 
formě solí organických kyselin (kyseliny šťavelové, octové, mléčné, jablečné, octové apod.) a 
nepodléhají dále výrazné degradaci [2]. 
Většina alkaloidů jsou látky pevné, bezbarvé, bez zápachu a při vyšších teplotách za 
atmosférického tlaku se obyčejně rozkládají. Výjimku tvoří např. koniin, nikotin, spartein, což 
jsou látky tekuté s charakteristickým zápachem. Většina alkaloidů je dobře rozpustná 
v alkoholu, chloroformu, etheru. Rozpustné ve vodě jsou soli alkaloidů, které se naproti tomu 
špatně rozpouštějí v organických rozpouštědlech [5]. 
 
Klasifikace alkaloidů je možná podle několika hledisek: podle chemické struktury 
(heterocyklické systémy v molekule), podle biogenese nebo podle farmakologických a 
toxických účinků. 
Alkaloidy dělíme na tři skupiny: 
1. pravé alkaloidy – obsahují heterocyklický kruh s dusíkem a jsou produkty 
z aminokyselin 
2. protoalkaloidy – neobsahují heterocyklický kruh s dusíkem a jsou produkty 
z aminokyselin 
3. pseudoalkaloidy – obsahují heterocyklický kruh s dusíkem a nejsou produkty 
z aminokyselin, ale z terpenoidů nebo purinů. 
 
Klasifikace podle chemické struktury je u těchto velmi odlišných látek dosud nedůsledná, 
protože v molekulách některých alkaloidů se vyskytuje kombinace různých heterocyklů (např. 
nikotin s pyridinovým a pyrrolidinovým cyklem) [2]. 
Podle základního heterocyklu se tyto sloučeniny dělí na: 
1. alkaloidy u nichž dusík není součástí heterocyklu (např. efedrin) 
HC CH NH CH3
OH CH3
 
Efedrin 
 
2. deriváty pyridinu a piperidinu (např. ricin, lobelin) 
C
O
CH2 N
CH3
CH2 CH
OH  
Lobelin 
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3. alkaloidy tropanové obsahující nekondenzované pěti a šestičlenné kruhy 
(např. nikotin, anabasin) 
N
N
CH3   N
N
H
 
Nikotin    Anabasin 
 
4. alkaloidy obsahující tzv. pyrrolizidinové jádro (např. jakobin) 
CH2 CHCC
O
H
CH3 CO O
N
H2C O C O
C
OHCH3
CH3
 
Jakobin 
 
5. alkaloidy obsahující kondenzované pěti a šestičlenné kruhy (např. atropin, kokain); 
vyčlenit lze skupinu derivátů purinu (např. kofein, teobromin) nebo idolových 
alkaloidů odvozených od tryptofanu (námelové alkaloidy, yohimbin) 
N CH3
O C
O
CH
CH2OH
   
N
N
O
O
CH3 N
N
CH3
CH3  
  Atropin     Kofein   
  
6. alkalidy s chinolinovým a isochinolinovým kruhem nebo alkaloidy od nich 
odvozené (např. chinin, papaverin, morfin, kodein) 
N
H3CO
CHOH
N
CH CH2
  
O
OH
OH
N CH3
 
Chinin      Morfin 
       
7. polycyklické diterpenové alkaloidy se složitým diterpenovým jádrem 
8. alkaloidy steroidní (např. solanidin) [4] 
2.1.1.2. Glykosidy 
Glykosidy jsou organické sloučeniny složené ze sacharidu (glykosyl) spojeného 
glykosidovou vazbou s aglykonem různého složení, tj. acetyly sacharidů. Jsou terapeuticky 
využívanými látkami ale i toxiny (např. glukosinoláty, kyanogenní glykosidy, glykoalkaloidy, 
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saponiny). Hydrolýza glykosidové vazby je základní krok pro bioaktivaci kyanogenů, 
nitrotoxinů a glukozinolátů [5]. 
Jako sacharidy se nejčastěji uplatňují glukosa (glukosidy) a xylosa (xylosidy). Glykosidová 
vazba je nejčastěji přes kyslík (O-glykosidy), dále pak přes dusík (N-glykosidy) a síru         
(S-glykosid). Glykosidová vazba se štěpí hydrolytickým účinkem zředěných kyselin [4]. 
Aglykony glykosidů jsou různé typy sloučenin, např. alkohol, derivát antrachinonu, fenol, 
aldehyd nebo ester. 
Nejčastěji se jedná o bezbarvé neutrální látky, které jsou rozpustné v alkoholu a ve vodě. 
Ve vodě jsou stálé. V etheru, petroletheru a chloroformu bývají prakticky nerozpustné [5]. 
 
Podle typu aglykonu, resp. podle vlastnosti jím podmíněných, lze dělit glykosidy do těchto 
kategorií: 
1. kardioaktivní glykosidy – aglykonem je derivát cyklopentanoperhydrofenantrenu s 
laktonovým kruhem. Využívají se při léčbě srdeční činnosti. Zvláště toxické jsou 
obsaženy např. v konvalince nebo náprstníku (např. digitoxin s aglykonem 
digitoxigeninem). 
O
O
OH
OH
CH3
CH3
 
Digitoxigenin 
 
2. kyanogenní glykosidy – jsou to nitrilosidy (tzv. kyanhydriny). Toxicky působí 
kyanovodík, který se uvolňuje při hydrolýze v přítomnosti enzymů. Příkladem je 
amygdalin obsažený v jádrech ovoce a mandlích. 
O
OHOH
OH
OH
O
OHOH
OH
O
O
CN
 
Amygdalin 
 
3. antrachinonové glykosidy – aglykonem je derivát antrachinonu, resp. redukovaných 
anthrachinonů (skupina přírodních barevných chinonů). Rostliny s jejich obsahem se 
používají jako laxativa. Příkladem je hypericin obsažený v třezalce. 
4. thioglykosidy – glukosinoláty mají aglykon typu izothiokyanátu nebo epitionitrilu. 
Patří sem látky zasahující do činnosti štítné žlázy, např. sinigrin a sinalbin. 
O
OH
OH
OH
CH2OH
S C
N
CH2
O S O
O
OK
CH CH2
 
Sinigrin 
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5. furanokumariny – aglykonem je derivát laktonu o-hydroxyskořicové kyseliny s 
připojeným furanovým kruhem. Jsou to především fotosenzibilizující látky. 
6. lignanové glykosidy – hydrolýzou se uvolňují vysoce bioaktivní cytotoxické 
aglykony. 
7. saponiny – významná skupina látek se steroidními nebo triterpenoidními aglykony 
pojmenované podle rostliny mydlice (Saponaria). Pěnivé látky rozpustné ve vodě, 
které mají dráždivý účinek a způsobují hemolýzu (rozpad červených krvinek). 
Příkladem je sapogenin 
8. isoflavony – ovlivňují fertilitu zvířat [2, 4, 5]. 
 
Flavonové glykosidy 
V listech tabáku, čaje a kůře některých stromů jsou přítomny dva strukturně velmi blízké 
glykosidy, kvercitrin a rutin. Jejich aglykony jsou žlutě zbarvené flavony. Kvercitrin má 
aglykon kvercetin vázaný na rhamnosu a v rutinu se váže na disacharid složený ze zbytků 
glukosy a rhamnosy. 
O
OOH
OH
O
OH
OH
O
OH
OH
OH
OH
  
O
O
OHOH
OH
CH3
O
O
OH
O
OH
OH
O
OH
OH
OH
OH
 
Kvercitrin     Rutin 
 
Flavonový aglykon má také hojně rozšířený hesperidin obsažený ve slupkách plodů 
citrusů. 
 
O
OHOH
OH
CH3
O
O
OH
O
OH
OH
O
OOH
OH
OCH3
 
Hesperidin 
 
Spolu s rutinem má hesperidin schopnost regulovat prostupnost a křehkost krevních 
vlásečnic, a nachází proto terapeutické použití [2]. 
2.1.1.3. Terpeny 
Terpeny jsou přírodní látky, jejichž struktura je postavena z jednotek isoprenu. Z hlediska 
uspořádaní řetězce mohou být terpeny alifatické nebo cyklické. Podle zastoupení funkčních 
skupin jde o uhlovodíky nebo jejich deriváty, nejčastěji alkoholy, aldehydy a ketony. 
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Podle počtu isoprenových jednotek (počet uhlíkových atomů) se dělí na: 
1. monoterpeny – obsahující 2 isoprenové jednotky (monoterpenoidy). Příkladem je 
limonen obsažený v kůře citrusových plodů, kmínové silici a jeho hydroxyderivát 
menthol nacházející se v mátě peprné. Citral je obsažen ve pomerančové silici nebo 
kafr, který se nachází v etherických olejích mnoha rostlin. 
CH3
CH3CH3
OH
   
CH3
CH3CH3
O
          
CH3
O
 
Menthol         Myrcen  Kafr 
 
2. seskviterpeny – jsou tvořeny 3 isoprenovými jednotkami. V silici pomerančových, 
jasmínových a lipových květů je obsažen seskviterpen farnesol. 
CH3 OH
CH3 CH3 CH3
 
Farnesol 
 
3. diterpeny – ve struktuře mají 4 isoprenové jednotky. Součástí chlorofylu je 
necyklický  diterpen fytol. 
CH3
CH3
CH3 CH3 CH3
OH
  
Fytol 
 
4. triterpeny – obsahují 6 isoprenových jednotek. Příkladem triterpenu je skvalen, který 
je obsažen v rostlinných olejích a je prekurzorem steroidů. 
CH3
CH3 CH3 CH3
CH3 CH3
CH3
CH3  
Skvalen 
 
5. tetraterpeny – sestávají se z 8 isoprenových jednotek. Významnou skupinou 
tetraterpenů jsou karotenoidy. Jsou to v tucích rozpustná rostlinná barviva 
uplatňující se při fotosyntéze rostlin. 
CH3
CH3
CH3
CH3 CH3 CH3
CH3 CH3
CH3
CH3
 
β-karoten 
 
6. polyterpeny – patří sem latex, mléčná šťáva kaučukových rostlin. 
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CH3 CH3
CH3 CH3 CH3
n    
Přírodní kaučuk [4] 
 
V přírodě jsou terpeny součástí rostlinných silic (směs těkavých vonných látek, které lze 
z rostlin izolovat destilací s vodní parou) a pryskyřic (tuhé lepkavé látky bez chuti a zápachu). 
Polotekuté směsi pryskyřic s etherickými oleji se nazývají balzámy. Oddestilujeme-li s vodní 
parou etherické oleje, zůstává tuhý zbytek kalafuna, jejímž základem jsou pryskyřičné 
kyseliny. Etherické oleje, pryskyřice a kaučuky jsou většinou nerozpustné ve vodě. 
V biosyntéze terpenů nedochází k jejich výstavbě z terpenových jednotek, ale jako 
prekurzory se uplatňují isopentenyldifosfat a dimethylallyldifosfát [2, 4]. 
2.1.1.4. Taniny 
Taniny, tzv. třísloviny, řadíme mezi rostlinné polyfenoly. Mají relativní molekulovou 
hmotnost 500 až 3 000 a jsou rozpustné ve vodě s výjimkou některých vysokomolekulárních 
látek. Vážou se s proteiny za vzniku komplexů. Mají typickou trpkou chuť a velký vliv na 
nutriční hodnotu potravin a krmiv. Jsou běžné v ovoci (vinná réva, borůvky), čaji, čokoládě 
atd. 
Taniny se dělí obvykle do dvou skupin: 
1. hydrolyzovatelné taniny – většinou se jedná o estery glukosy nebo jiných 
polyalkoholů s aromatickými hydroxykyselinami gallovou, m-digallovou (tzv. 
gallotaniny) nebo ellagovou (tzv. ellagitaniny). Nacházejí se zejména v kůře a 
dřevě některých stromů. 
2. proanthokyanidiny – jsou to oligomery nebo polymery z flavonoidních jednotek, 
kterých obsahují 2 až 50, nazýváme je také kondenzované taniny. Název 
proanthokyanidiny je odvozen od reakce probíhající při zahřívání okyseleného 
alkoholického roztoku proanthokyanidů, která vede ke vzniku červených pigmentů 
anthokyanidinů [2, 4]. 
 
O
OH
OH
O
O
OH
OH
OH
OH
OH
OH   
Epigallokatechin-3-gallát 
 
Kondenzované taniny 
Kondenzované taniny jsou polymerní látky, jejichž monomerními jednotkami jsou 
flavonoidy, především katechiny (tj. flavanoly; nejčastěji flavan-3-oly). 
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Kondenzované taniny se vyskytují ve formě dimerů a trimetrů, které však snadno podléhají 
enzymatické oxidaci za vzniku polymerních hnědě až červeně zbarvených látek. Předpokládá 
se jejich vznik při hnědnutí rozříznutého jablka nebo mechanicky poškozeného listu [2]. 
2.1.1.5. Flavonoidy 
Flavonoidy jsou žlutá až oranžová ve vodě rozpustná barviva, obsažená v listech, květech a 
plodech dvouděložných rostlin. Flavonoidy jsou rozpustné ve vodě. V rostlinných vakuolách 
se vyskytují ve vázané formě aglykonu heteroglykosidu. Samostatné aglykony ve voskové 
vrstvě listů mají hydroxylové skupiny částečně nebo úplně methylované. [2] [6] 
Skládají se ze dvou benzenových kruhů spojených tříuhlíkatým řetězcem; základní kostra 
C6-C3-C6. Tříuhlíkatý řetězec (C) může být napojen přes kyslík na benzenový kruh (A) a tvoří 
tak strukturu chromanu (benzopyran), na který je napojen benzenový kruh (B) v poloze C-2, 
vzácně C-3 – základní struktura (flavan): 
O
A C
B1
2
3
45
6
7
8
 [4] 
V případě heteroglykosidů je mono-, di- nebo vzácně i trisacharid vázán glykosidovou 
vazbou na hydroxyl v polohách C-3, C-5 nebo C-7. Sacharidem bývá většinou glukosa, 
rhamnosa, galaktosa [3]. 
 
Flavonoidy můžeme klasifikovat podle napojení fenylu (B) na pyranový kruh: 
1. v pozici 2 – běžně se nacházející flavonoidy, mezi něž patří většina flavonoidních 
barviv 
2. v pozici 3 – isoflavonoidy, které společně s lignany, kumestany a stilbeny patří do 
skupiny fytoestrogenů (napodobují savčí estrogeny) 
3. v pozici 4 – neoflavonoidy 
O O
 [6] 
Další klasifikace je založena na stupni oxidace pyranového kruhu: 
1. flavany a flavanoly – základ struktury tvoří 2-fenylchroman. Důležitými zástupci 
flavanolů jsou katechiny (monomerní jednotky kondenzovaných taninů). Příkladem 
jsou flavan-3-ol a flavan-3,4-diol 
2. flavony, flavonoly a jejich dimery – základ struktury tvoří 2-fenylchromon. Tvoří 
základ flavonových barviv, zvaných anthoxantiny (hydroxyderiváty flavonu). Rozdíl 
mezi flavony a flavonoly je v substituci v poloze 3. Flavony mají v této poloze 
pouze vodík, kdežto flavonoly hydroxylovou skupinu. Nejvíce rozšířené flavony 
(jako glykosidy) jsou apigenin a luteolin. 
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OOOH
OH
OH
OH
 
O
OOH
OH
OH
OH
 
Luteolin        Flavonol 
 
O
OOH
OH
OCH3
OH
 
Flavanon hesperetin 
 
V přírodě se nejčastěji nacházejí ve formě glykosidů, přibližně 400 sloučenin. 
Nejznámějšími flavonovými a flavonolovými aglykony jsou kvercetin, myricetin, kempferol. 
 
O
OOH
OH
OH
OH
OH
  
O
OOH
OH
OH
OH
OH
OH
 
Kvercetin     Myricetin 
 
O
OOH
OH
OH
OH
 
 Kaempferol 
 
Do této skupiny řadíme i flavonon a 2,3-dihydroflavonol, isoflavon. 
 
O
O
OH
OH 
Isoflavon 
 
3. chalkony, dihydrochalkony – pyranový cyklus těchto sloučenin je otevřený. 
Chalkony jsou prekurzory flavonoidů, lze je považovat za deriváty fenyl-styryl 
ketonů. Chalkony se v přírodě vyskytují v hydroxylované formě. 
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Základní struktura chalkonů: 
O
A
B
2
3
4
5
6
2´
3´
4´
5´
6´
 [2, 6] 
V rostlinách flavonoidy vznikají kondenzací polyacetátu a aromatických aminokyselin 
jako je fenylalanin a thyrosin, v tzv.  cestě kyseliny šikimové [6]. 
Biochemickou redukcí flavonoidů vznikají anthokyanidiny, tj. aglykony glykosidů 
athokyanů (hmyzí atraktanty). Další redukcí anthokyanidinů vznikají katechiny [3]. 
 
Řada flavonoidů se využívá v lékařství pro své fyziologické účinky, slouží především jako 
tzv. antioxidanty, tj. látky jejichž molekula omezuje aktivitu kyslíkových radikálů [4]. 
V živém organismu se zapojují do oxidačně-redukčních procesů. Pravděpodobně díky 
svému působení na metabolismus arachidonové kyseliny vykazují protizánětlivou a 
antialergickou aktivitu. Dalšími biologickými aktivitami jsou antihepatotoxicita, 
antimikrobiální účinky a efekt na cévní systém. Mnoho rostlin obsahující flavonoidy (petržel, 
lékořice) působí jako diuretika (vliv na odvodňovací funkci ledvin) a spasmolytika (uvolnění 
křečí) [6]. 
Flavony fungují jako přírodní inhibitory škodlivých oxidačních změn potravin [2]. 
Na průměrný denní příjem potravy připadá přibližně 1 g směsi flavonoidů z ovoce, zeleniny, 
semen nebo rostlin jako je čaj nebo vína [26]. 
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2.2. Metody analýzy fytofarmak 
Z obsahových látek fytofarmak jsem si pro tuto práci zvolila skupinu flavonoidů. Pro 
analýzu flavonoidů v rostlinném materiálu, potravinách, lécích a biologických fluidech bylo 
v posledních pěti letech sepsáno více než 300 odborných článků. Studie byly především 
zaměřeny na identifikace a kvantifikace flavonoidů v rostlinách a potravinách. Jejich 
zkoumání bylo prováděno pro lékařské a toxikologické účely [23]. V krvi, moči a plasmě se 
analýza flavonoidů zaměřuje na jejich metabolismus jako antioxidantů a určení jejich dávky 
využité organismem [26, 38]. Byly provedeny i strukturní studie flavonoidů, pro klasifikaci, a 
to především pomocí spojení kapalinové chromatografie a tandemové hmotnostní 
spektrometrie [37]. 
Z jednotlivých poznatků, zjištěných v posledních pěti letech, lze proto vypracovat strategii 
analýzy flavonoidů ve složitých matricích. Jednotlivé možnosti technik pro předúpravu  a 
finální analýzu flavonoidů ve vzorcích jsou přehledně shrnuty v následujícím obrázku 2.1. 
Důležitá při analýze flavonoidů je otázka, zda analyty jsou samostatné flavonoidy (aglykony) 
nebo jejich konjugované formy (glykosidy, glukuronidy nebo sulfáty) [23]. V tělních 
tekutinách flavonoidy existují jak ve formě glukuronidů a sulfátových konjugátů tak ve formě 
aglykonu. V moči jsou pak vylučovány organismem do odpadních vod. [38] Pro stanovení 
celkového obsahu vybraného flavonoidu jako aglykonu je proto nutné použít hydrolýzu [23]. 
Flavonoidy jako volné aglykony získáváme chemickou nebo enzymatickou hydrolýzou. 
Enzymatická hydrolýza se provádí pomocí β-glukosidázy nebo β-glukuronidázy [23]. 
Chemickou hydrolýzu provádíme nejčastěji v přítomnosti 1 až 6 M kyseliny chlorovodíkové 
po dobu 1 až 4 hodin při zvýšené teplotě (80 – 100 °C) ve směsi methanol – voda (ve většině 
případů 1:1) [24]. Proces lze podle potřeby provést i s kyselinou mravenčí nebo 
trifluoroctovou. Ke směsi je možné přidat kyselinu askorbovou, butyl hydroxytoluen nebo 
terc-butylhydroxychinon jako antioxidant při hydrolýze rostlinných extraktů [28]. Hydrolýza 
se může při malých množstvích koncentrovanějšího vzorku (např. rostlinného extraktu, 
jednotky ml) provádět v zahřívané vialce nebo pomocí refluxu při větších objemech [27, 29]. 
 
 
Obr. 2.1.: Strategie pro stanovení flavonoidů v kapalných vzorcích, rostlinách a potravinách 
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LLE – extrakce kapalina – kapalina, SE – extrakce rozpouštědlem, SPE – extrakce pevnou 
fází, SPME – mikroextrakce pevnou fází, GC – plynová chromatografie, LC – kapalinová 
chromatografie, MS – hmotnostní spektrometrie, MS/MS – tandemová hmotnostní 
spektrometrie, CE – kapilární elektroforéze, TLC – tenkovrstvá chromatografie, FID – 
plamenový ionizační detektor, ECD – detektor elektronového záchytu, Q – kvadrupól, QqQ –
kvadrupól, IT – iontová past, UV – spektrofotometrický detektor, FLU – fluorescenční 
detektor, NMR – nukleární magnetická rezonance, TOF – průletový analyzátor, ED – 
elektrochemický detektor [23]. 
2.2.1. Vzorkování vod 
Základní rozdělení vod je na tři skupiny: tekoucí, stojaté a podzemní vody. Dále můžeme 
vody dělit do podskupin, například na odpadní nebo pitné vody. Vzorkování v každé skupině 
má určitá specifika. Podrobnosti o vzorkování vod uvádí norma ČSN EN 25667 (1994-1996). 
 
Pro získání reprezentativního vzorku odpadní vody z nádrží se musí brát v úvahu difúzní 
koeficienty, které jsou ve srovnání se vzduchem o čtyři řády nižší. Sledovaný analyt nemusí 
být rovnoměrně rozdělen v celém objemu, ze kterého odebíráme vzorek. Vzorkování proto 
provádíme odběrem na více místech a smíšením těchto odběrů. Další možností je odběr 
většího počtu vzorků pomocí kterým  získáme informace o distribuci analytu v celém objemu. 
Odebraný vzorek je nutné zfiltrovat přes membránový filtr 0,45 µm a rozdělit ho na vodu a 
plaveninu. 
Uchovávání vzorku se řídí požadovanou analýzou. Pro stanovení organických látek a 
aniontů se provádí odběr do skleněných vzorkovnic (chemické sklo). Po odběru se vzorek 
ochladí na 4 °C a analýza se provede do 24 hodin. Podle potřeby lze u vzorků upravovat pH 
(fenoly, kyanidy) [7]. 
2.2.2. Zpracování vzorku odpadní vody 
V odpadních vodách se objevuje široké spektrum látek produkovaných činností člověka. 
Nejsnáze je lze dělit na anorganické a organické látky nebo na těkavé, semivolatilní a 
netěkavé látky. 
Pro stanovení organických látek je řešením kombinace separační a spektrální metody. 
Z důvodu stopových koncentrací ve velmi složité matrici je potřeba vzorky nejprve čistit, a 
poté látky separovat a zkoncentrovat [7]. 
V této práci se jedná o stanovení spíše semivolatilních a netěkavých organických látek, a 
proto jsou pro analýzu zvoleny následující separační a spektrální metody. 
2.2.2.1. Extrakce 
Proces extrakce chápeme jako převod analytu fázovým rozhraním v dvousložkovém 
systému, kde jedna fáze je skupenství plynného, kapalného nebo pevného a druhá fáze je 
kapalná nebo pevná, tj. dochází k procesům adsorpce a absorpce. 
Extrakční systémy lze tedy rozdělit dle skupenství fází na: 
1. z pevné do kapalné fáze – z pevného vzorku se rozpouští požadovaná složka do 
vhodného rozpouštědla;  např. použitím Soxhletova extraktoru. 
2. z kapalné do kapalné fáze – ustanovení rozdělovací rovnováhy složky v systému 
dvou nemísitelných kapalin.  
3. z kapalné na pevnou fázi – extrakce pevnou fází. 
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4. z plynné na pevnou fázi – proces adsorpce 
5. z plynné do kapalné fáze – proces absorpce 
Složky vzorku se separují na základě afinit ke zvoleným nemísitelným fázím, z nichž 
výchozí fáze v rámci této práce je kapalina – odpadní voda [8]. 
Extrakční metody využíváme především k separaci, čištění od balastních složek a 
zkoncentrování látek obsažených ve složitých matricích [9]. 
2.2.2.2. Extrakce kapalina - kapalina 
Je to extrakční metoda, v níž dochází k ustavení fázové rovnováhy mezi dvěma 
nemísitelnými, vzájemně neinteragujícími kapalinami [8]. 
Při použití této metody se řídíme pravidlem „podobné se rozpouští v podobném“, a proto 
volíme extrakční rozpouštědlo, ve kterém má sledovaný analyt větší rozpustnost než v  
původním kapalném vzorku. Ve většině případů se jedná o vodný vzorek a volíme vhodné 
organické rozpouštědlo [9]. 
 
Extrakci kapalina - kapalina lze rozdělit podle: 
• druhu extrahované látky 
1. organické látky (přímá extrakce do vhodného rozpouštědla). 
2. anorganické látky (ionty ve vodném roztoku – převedení do extrahovatelných 
komplexů). 
• způsobu provedení 
1. jednostupňová extrakce (ustavení jediné rovnováhy mezi fázemi). 
2. mnohostupňová extrakce (opakování jednostupňové extrakce v několika 
oddělených krocích). 
3. kontinuální extrakce (ustavení mnoha rovnováh; stálý kontakt fází v protiproudém 
pohybu) [8] 
 
Rovnováha v systému kapalina-kapalina 
Pro popis ideální extrakční rovnováhy, kdy dojde k rozdělení analytu mezi dvě fáze lze 
použít Gibbsovo fázové pravidlo, které při konstantní teplotě, tlaku (vnější veličiny) a jedné 
rozdělované složce udává jeden stupeň volnosti, tj. určením aktivity složky ve výchozí fázi 
(vodné a1) určíme aktivitu ve fázi druhé (organické a2). 
Nernstův distribuční zákon získáme z rovnosti chemických potenciálů složky v obou fázích 
při rovnováze (μ0), kde KD je termodynamická distribuční konstanta: 
 D
RT Ke
a
a == − /)(
2
1 02
0
1 μμ  (2.1.) 
Pro vyjádření koncentrační distribuční konstanty použijeme rovnovážné koncentrace látky 
X, která se rozděluje mezi fáze: 
 [ ][ ] DKX
X ′=
1
2  (2.2.) 
Ve většině případů jsou koncentrace látek velmi nízké (stopové) a jejich aktivitní 
koeficienty jsou proto blízké jedné. Pak platí: 
 DD KK ≈′  (2.3.) 
Reálné extrakční systémy vykazují odchylky od ideality, a to především v důsledku 
částečné mísitelnosti fází a interakcí látek s rozpouštědlem. Vzájemným protřepáním 
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rozpouštědel před extrakcí prakticky předcházíme odchylkám způsobeným částečnou 
mísitelností fází.  
V reálném systému se složky mohou objevovat ve více formách (disociace, ovlivňujeme 
hodnotou pH) a mají proto vlastní rozdělovací konstantu. Nás zajímá celková analytická 
koncentrace látky jako suma všech forem dané látky za daných podmínek po ustanovení 
rovnováhy. Pro popis rovnováhy v takovémto systému proto použijeme tzv. rozdělovací 
poměr q, kde ci jsou celkové analytické koncentrace extrahované látky :   
 
1
2
c
cq =  [9]           (2.4.) 
 
Výtěžek extrakce 
Při extrakci se snažíme o převedení co největšího množství analytu z původního vzorku do 
vhodného rozpouštědla. Rozpouštědlo volíme takové aby v něm měl analyt větší rozpustnost 
než v původním vzorku. Výtěžnost extrakce je proto dána poměrem vyextrahovaného a 
celkového množství anlytu v systému (část anlytu zůstává v původním vzorku): 
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⋅=+=  (2.5.) 
kde m1 je množství analytu ve vodné fáze a m2 ve fázi organické; V2 a V1 jsou objemy 
organické a vodné fáze. 
 
Účinnost extrakce E je dána vztahem: 
 ( )%100100
2
1
D
V
Vq
qE ⋅=
+
=  (2.6.) 
Účinnost extrakce zvýšíme pokud extrahujeme n-krát s menším množstvím čistého 
rozpouštědla:  
  (2.7.) 1)1( −−= nn DDD
Po provedení n extrakci, lze vyjádřit účinnost extrakce En:   
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EE               [7, 9] (2.8.) 
2.2.2.3. Extrakce pevnou fází 
Extrakce pevnou fází (Solid Phase Extraction – SPE) je jednostupňová metoda používaná 
k odběru a úpravě vzorku plynu i kapaliny (čištění vzorků, zkoncentrování stopových 
množství analytů). Metoda SPE nabízí především dobrou selektivitu (stupeň oddělení analytu 
od dalších příměsí v původní matrici) a úsporu rozpouštědel. Lze ji snadno automatizovat a 
navázat na další instrumentální metody.  
Základní částí jsou extrakční kolonky na jedno použití z polypropylenu nebo skla 
nejrůznějších velikostech a náplních sorbentů uzavřených fritami [8, 9]. 
 
Během procesu dochází k zadržování molekul látek z protékajícího vzorku na tuhém 
sorbentu. K zachycení na sorbentu (chemická filtrace) se využívá chemických vlastností 
molekul (mezimolekulárních interakcí). Požadované analyty jsou z kolonky eluovány vhodně 
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zvoleným rozpouštědlem. Získáváme tak čistý extrakt, často se zakoncentrovaným analytem 
oproti původnímu vzorku. Balastní látky mohou být z kolonky odstraněny nebo naopak 
zadržovány podle volby vhodného rozpouštědla a sorbentu [8]. 
Sorbenty tvořené částicemi o velikosti desítek μm kladou odpor protékající kapalině, proto 
může být průtok SPE kolonkou urychlen buď vakuem na výstupu, přetlakem na vstupu 
kolonky nebo centrifugací [8]. 
 
 
Obr. 2.2.: Extrakce tuhým sorbentem s desorpcí rozpouštědlem (bez spojení s další metodami 
„off-line“) [7] 
 
Sorbenty 
Jako sorbenty v SPE se využívají polymerní materiály nejčastěji na bázi chemicky 
modifikovaných částic silikagelu, které mají na povrchových silanolových skupinách 
chemicky navázané skupiny různých vlastností. Typ sorbentu lze určit podle převládající – 
primární interakce. 
Běžně se uplatňují následující mezimolekulární interakce mezi analytem a sorbentem: 
1. Van der Waalsovy síly (nepolární) 
2. vodíkové vazby a dipól-dipólové interakce (polární) 
3. kation-aniontové interakce (působení elektrostatických přitažlivých sil mezi 
opačně nabitými ionty) [8] 
 
Nepolární fáze s hydrofobními vlastnostmi, které lze použít při extrakci nepolárních až 
středně polárních sloučenin z polárního prostředí (nejčastěji voda). Na sorbentu se nejvíce 
zachycují nejméně polární látky. Příkladem jsou sorbenty na bázi silikagelu s vázanými 
řetězci oktadecylu C18 nebo oktylu C8. 
Polární fáze selektivně zachycující nejvíce polární sloučeniny z nepolárních rozpouštědel. 
Aktivní skupiny velmi ochotně zachycují vlhkost ze vzduchu a kolonka se tak deaktivuje. 
Tyto kolonky je nutné uchovávat v suchu. Příkladem polárních sorbentů jsou silikagel, 
alumina, florisil. Patří sem i silikagel s chemicky vázanými skupinami aminopropylu, který je 
zároveň iontoměničem (anexem) [8]. 
 
Modifikace metody SPE 
Kromě extrakčních kolonek, ve kterých je práškový sorbent, lze použít disky tvořené sítí 
z teflonových nebo skelných vláken, ve kterých je fixován sorbent; průměr mají od 4 do 90 
mm a tloušťku 0,5 mm [7]. 
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2.2.2.4. Mikroextrakce tuhou fází 
Mikroextrakce tuhou fází (Solid Phase MicroExtraction - SPME) je jednoduchá a účinná 
adsorpčně desorpční technika používaná pro zakoncentrování analytu bez nežádoucích 
příměsí. 
Na malé množství sorbentu (vrstvičku) pokrývajícího křemenné vlákno se adsorbuje analyt 
obsažený v roztoku vzorku, dokud není dosaženo rovnováhy. Vlákno je upevněno na 
nerezové tyčce, která je i s vláknem zasouvána do duté jeh2. Při extrakci se jehla zavede do 
vialky se vzorkem analyzované vody. Vlákno se vysune do vzorku, ponechá se tam a poté se 
exponované vlákno zatáhne zpět. 
Následná desorpce analytu z pevné fáze probíhá buď přímo tepelnou desorpcí v injektoru 
plynového chromatografu nebo extrakcí mobilní fází v adapteru SPME-HPLC [7, 11]. 
 
 
 
Obr. 2.3.: Vzorkovač pro mikroextrakci pevnou fází [11] 
2.2.2.5. Extrakční techniky flavonoidů 
Extrakcí kapalina – kapalina (LLE) lze z kapalného vzorku izolovat směs flavonoidů 
(netěkavých organických látek). Kapalné vzorky složitých směsí, např. rostlinné výluhy nebo 
odpadní vody, jsou hydrolyzovány a poté zfiltrovány. Extrakce kapalina-kapalina se používá 
převážně k separaci flavonidů ve formě aglykonů. Nejčastěji je vzorek okyselen na pH 2 a 
extrahován organickým rozpouštědlem. Jako extrakční rozpouštědlo se v případě vodných 
vzorků používá ethylacetát nebo diethylether. Nepolární složky vzorku se odstraňují 
hexanem, který se poté oddělí. Proces se provádí vytřepáním nebo pomocí centrifugace. Po 
oddělení organické fáze se rozpouštědlo odpařuje do sucha [23, 35]. 
 
Extrakce pevnou fází používaná při analýze flavonoidů ve složitých směsích, např. extrakty 
rostlin, léků nebo environmentální vzorky, je neselektivní. Běžně se využívají sorbenty na 
bázi silikagelu s vázanými řetězci alkylů pro extrakci z vodných vzorků. Nejčastějším 
sorbentem je silikagel s navázanými řetězci oktadecylu (C18). Roztok vzorku a eluční 
rozpouštědlo se mírně okyselují (kyselina chlorovodíková nebo mravenčí, pH = 2) pro 
zabránění disociace flavonidů, která snižuje retenci v systému [23]. K promývání vzorku se 
nejčastěji používá deionizovaná čistá nebo okyselená voda. Eluce flavonoidů ze systému se 
provádí methanolem, který je poté odpařen [41, 42].  Frakce fenolů ze vzorku se získá pomocí 
gradientové eluce binární směsí voda – methanol [35]. Systém lze on-line spojit 
s kapalinovým chromatografem s UV i hmotnostně spektrometrickou detekcí [23]. 
Novinkou pro vysoce selektivní izolaci a frakcionaci flavonoidů je použití molekulárně 
vtištěných polymerů (MIP) jako stacionární fáze. Eluci je možné provést okyseleným vodným 
roztokem methanolu nebo vodným roztokem acetonitrilu s triethylaminem [23]. 
 
Pro izolaci flavonoidů z kapalných vzorků se v technice SPME využívá vlákno s 
polyakrylátem nebo polydimethylsiloxanem. Technika SPME se běžně spojuje s plynovou 
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chromatografiií při analýze semi-volatilních organických látek z kapalných 
environmentálních, farmaceutických a biologických vzorků. Kombinace s kapalinovou 
chromatografií se využívá při analýze netěkavých a nebo polárních organických látek. Její 
použití není tak běžné, protože jsou známy mnohem uspokojivější metody analýzy [23]. 
2.2.2.6. Sloupcová chromatografie 
Tato metoda je nejstarším a nejjednodušším typem kapalinové kolonové chromatografie, 
využívá stejných principů separace. Hlavní částí je svislá skleněná kolona naplněná pevnou 
stacionární fází (sorbentem) o velikosti částic v desítkách až stovkách μm. 
V koloně se pod vlivem gravitace rozpouštědlo a kapalný vzorek, který byl nanesen na 
vrchní část kolony, pohybují směrem dolů. Látky obsažené ve vzorku se separují na základě 
afinit k rozpouštědlu a sorbentu, a podle toho opouští kolonu za určitý retenční čas. 
Podle volby rozpouštědla a sorbentu ovlivňujeme čištění, separaci vzorku nebo 
zakoncentrování jeho složek. 
Jako sorbenty jsou používány silikagel, alumina nebo florisil. Ve většině případů je to však 
silikagel, jehož vlastnosti lze upravit pomocí zakotveného KOH, H2SO4 nebo AgNO3 podle 
požadovaného výsledku. Na sloupec sorbentu můžeme pro odstranění stop vlhkosti přidat i 
vrstvu bezvodého síranu sodného [14, 15]. 
 
Ke klasické sloupcové chromatografii je zapotřebí velké množství vzorku, rozpouštědla a 
času. V moderních tzv. flash systémech je skleněná ručně sypaná kolona nahrazena 
plastovými komerčně dostupnými kolonkami a pod tlakem je přiváděno rozpouštědlo. Systém 
může být spojen s detektorem a sběračem [14]. 
2.2.3. Metody finální analýzy 
Mezi užívané separační metody řadíme chromatografie, které slouží k identifikaci a 
kvantifikaci analytu. Vzorek se nanáší mezi dvě nemísitelné fáze: nepohyblivou stacionární 
fázi (SF) a pohyblivou mobilní fázi (MF). 
Vzorek vnášený do chromatografického systému je pohybem mobilní fáze unášen přes 
stacionární fázi. Během tohoto děje jsou složky vzorku podle afinit zadržovány na povrchu 
stacionární fáze nebo v ní a separovány. Doba zdržení složky v systému je dána jejími 
vlastnostmi, vlastnostmi stacionární a mobilní fáze. Chromatografickou separaci lze provádět 
za stálých podmínek nebo s jejich programovanou změnou podle fyzikálních vlastností složek 
směsi (stálé podmínky – málo odlišné vlastnosti). 
 
Nejvíce využívanou pracovní technikou vyvíjení chromatogramu je tzv. eluční metoda, 
kdy jednorázově dávkovaný vzorek je vymýván stálým proudem mobilní fáze (eluentem). 
Nejdříve tak z kolony vycházejí nejméně zadržované složky vzorku.  
Získaný chromatogram, závislost intenzity signálu na čase, je tvořen elučními křivkami 
neboli píky jednotlivých složek [8]. 
 
Nejčastěji uplatňovanými finálními metodami analýzy stopových množství organických 
látek v složitých matricích jsou tandemové techniky – kombinace separační a spektrální 
metody: kapalinová chromatografie s hmotnostně spektrometrickou detekcí a plynová 
chromatografie s hmotnostně spektrometrickou detekcí [7]. 
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2.2.3.1. Plynová chromatografie 
Vzorek se nastřikuje do proudu nosného plynu, zplyňuje se a dál je unášen do kolony se 
stacionární fází. Při separaci se uplatňují především adsorpce a rozpouštění analytu. Po 
průchodu kolonou jsou separované složky indikovány detektorem a vyhodnocovány 
programem počítače. 
Separovat touto metodou lze látky, které můžeme zplynit, jsou tepelně stálé a mají relativní 
molekulovou hmotnost menší než zhruba 1000 u. U látek nevyhovujících těmto požadavkům 
můžeme použít derivatizaci, tj. chemickou změnu analytu. [8] [9] Ta se někdy provádí za 
účelem zlepšení chromatografických vlastností látek, např. zvýšením těkavosti (esterifikace 
karboxylových kyselin), nebo zvýšením odezvy (zavedení halogenu do molekuly při detekci 
ECD). 
 
Obr. 2.4.: Schéma plynového chromatografu [10] 
 
Nosný plyn, tj. vodík, dusík, helium nebo argon, se přivádí z tlakové lahve do dávkovacího 
zařízení (injektor). Průtok a tlak nosného plynu jsou regulovány elektronicky. Nosný plyn 
transportuje složky vzorku, neinteraguje s nimi ani se stacionární fází v koloně. Mezi kritéria 
výběru nosného plynu řadíme bezpečnost práce, netoxicitu a vliv nosného plynu na detekci 
analytu [8, 9]. 
 
Účinnost systému se vyjadřuje pomocí tzv. počtu teoretických pater n (čím vyšší tím lepší 
účinnost). Počet teoretických pater je dán poměrem délky separačního systému L a výškového 
ekvivalentu teoretického patra H. 
Pro jednotlivé plyny jsou vyjádřeny tzv. van Deemterovy křivky, závislost H na lineární 
rychlosti nosného plynu. Nejnižší výškový ekvivalent teoretického patra lze dosáhnout při 
použití dusíku, avšak při poměrně nízké průtokové rychlosti a jen v úzkém rozmezí. O málo 
horší účinnosti, avšak při nejvyšších průtokových rychlostech a v největším rozmezí 
lineárních rychlostí vykazuje vodík, který je však hořlavý a explozivní. Helium má, podobně 
jako vodík, široké rozmezí lineárních rychlostí ale není tak běžný jako dusík. Nejčastěji se 
využívají vodík a helium [9, 10]. 
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Nástřik vzorku 
V dávkovači, vyhřívaném na teplotu dostačující pro rychlé zplynění, se provádí nástřik 
vzorku do proudu nosného plynu pomocí speciálního mikrodávkovače přes septum. 
K vlastnímu dávkování lze využít několika typů injekčních technik: děličové (split), 
bezděličové (splitless), přímý nástřik na kolonu (on column) aj. [9]. 
1. přímý nástřik na kolonu (on column) – technika pro kolony s vyššími průměry. Je 
Nástřik provádíme při teplotě nižší než teplota bodu varu rozpouštědla. Můžeme 
dávkovat i větší objemy vzorku. Po rychlém nástřiku se teplota zvýší a vzorek se 
odpaří. 
2. nástřik pomocí děliče toku (split injection) – technika pro kolony s menšími 
průměry (kapilární). Dochází k přivedení jen zlomku průtoku injektoru na kolonu. 
Technika vhodná pro koncentrované vzorky. 
3. nástřik bezděličový (splitless injection) – technika pro kolony s menšími průměry 
(kapilární). Pozvolna se přivádí větší objem vzorku. Technika je kombinací 
pomalého průtoku při vypaření vzorku a rychlého průtoku pro vymytí lineru [8, 9]. 
 
Obr. 2.5.: Injektor s děličem toku (split / splitless injection) [16] 
 
Kolony v plynové chromatografii 
Kolona je umístěna v termostatu, který může pracovat v režimu konstantní (izotermický 
děj) nebo programově měněné teploty. Kolony v plynové chromatografii dělíme na náplňové 
a kapilární. 
 
Náplňové kolony jsou trubice naplněné sorbentem (GSC) nebo nosiči pokrytými kapalnou 
fází (GLC). Jsou vyrobeny z oceli nebo skla. Vnitřní průměr kolony je nejčastěji 2 až 3 mm, 
délka bývá 1 až 3 m. V GSC jako adsorbenty používáme nejčastěji silikagel, grafitizované 
saze a aluminu, jako molekulová síta se používají hlinitokřemičitany. V GLC jako nosič 
slouží nejčastěji křemelina [8, 10]. 
 
Kapilární kolony, otevřené trubice malých průměrů, využívají jako nosiče stacionární fáze 
své vnitřní stěny. Zhotovují se dnes nejčastěji z taveného křemene, jehož povrch je z vnějšku 
potažen vrstvičkou polyamidu. Vnitřní průměr kolony je většinou od 0,1 do 0,53 mm a délka 
bývá 15 až 60m. 
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Podle způsobu uložení stacionární fáze rozlišujeme tyto typy kapilárních kolon: WCOT 
(Wall Coated Open Tubular), SCOT (Support Coated Open Tubular) a PLOT (Porous Layer 
Open Tubular). Nejčastěji používané jsou kolony WCOT a PLOT. V případě WCOT kapalná 
stacionární fáze tvoří tenký chemicky vázaný a polymerizovaný film na vnitřní stěně kapiláry. 
Kolony PLOT mají na vnitřní stěně tenkou vrstvičku pórovitého materiálu jako adsorbentu. 
Obecně platí, že roste-li vnitřní průměr a tloušťka stacionární fáze, účinnost separace se 
snižuje. 
Stacionární fáze v GC zadržují jednotlivé složky v závislosti na jejich distribučních 
konstantách. Stacionární fáze volíme podle charakteru vzorku (především polarity) a podle 
rozsahu teplot varu. Nejvíce používané stacionární fáze jsou na bází polysiloxanů. 
Nepolárními jsou polysiloxany s methyl skupinami, středně polární s fenyl skupinami a silně 
polární  se substituenty CH=CHCN. Dále se používá stacionární fáze Carbowax 20M, 
polyethylenglykol jako silně polární fáze [8, 10]. 
 
   
Polydimethylsiloxan   Polyethylenglykol 
 
Detektory v plynové chromatografii 
Separované analyty po průchodu kolonou vstupují do detektoru, kde pomocí jejich 
fyzikálně-chemických vlastností vzniká měřitelný, zpravidla elektrický signál. Signál 
detektoru je zpracováván programem počítače [8, 9]. 
Úkolem detektoru je poskytnout rozdílné signály při průchodu samotného nosného plynu a 
nosného plynu obsahujícího separovanou eluovanou složku. Detektor sleduje takovou 
vlastnost eluentu, která závisí na druhu a koncentraci složky. Nejpoužívanější jsou plamenové 
ionizační detektory, detektory elektronového záchytu a tepelně-vodivostní detektory. 
Detektory lze rozdělit na selektivní a univerzální. Selektivní detektory poskytují odezvu na 
určitý typ látek, např. FID. Charakteristikou dobrého detektoru je široký lineárně dynamický 
rozsah, nízký detekční limit a dostatečně rychlá odezva na změnu složení eluentu [8, 10].  
 
Plamenový ionizační detektor (Flame Ionization Detektor – FID) 
Skládá se z hořáčku opatřeného ve spodní části přívodem nosného plynu a vodíku. Ionty a 
elektrony, které se tvoří spálením eluovaných organických látek v nosném plynu, přenášejí 
elektrický proud mezi elektrodami, na kterých je vloženo stabilní stejnosměrné napětí. 
V přítomnosti ionizovaného analytu se proud zvětší a zaznamená. Vzduch jako pomocný plyn 
se přivádí do spodní části detektoru. 
Mechanismus ionizace není dosud jednoznačně vysvětlen. Předpokládá se, že dochází 
k hydrogenaci organické látky, která se teplem plamene štěpí na radikály, a ty se oxidují za 
vzniku iontů přenášejících elektrický proudu. Odezva detektoru roste s počtem 
hydrogenovatelných uhlíkových atomů. Detektor má nízký limit detekce na uhlovodíky, ale 
nedetekuje anorganické sloučeniny (voda snižuje odezvu detektoru a může až zhasnout 
plamínek). Detekční limity jsou v nanogramech analytu. [8, 10]. 
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Obr. 2.6.: Plamenový ionizační detektor [16] 
 
Tepelně-vodivostní detektor (Thermal Conductivity Detektor – TCD) 
Katarometr je typem univerzálního nedestruktivního detektoru. Hlavní součástí je tenké 
odporové vlákno žhavené konstantním elektrickým proudem uvnitř kovového bloku. Detektor 
se skládá ze dvou těchto bloků, přičemž samotný nosný plyn prochází jedním (referenčním) a 
eluent z kolony druhým (měřícím) blokem. Přítomnost složky změní tepelnou vodivost 
prostředí kolem žhaveného vlákna, a tím jeho teplotu a elektrický odpor. Signál získáme 
porovnáním elektrických odporů. 
Důležitým hlediskem je tepelná vodivost  zvoleného nosného plynu, pro dosažení co 
nejpříznivějších limitů detekce, která se má co nejvíce odlišovat od tepelné vodivosti 
analyzovaných složek. 
TCD má široký lineární dynamický rozsah, ale má poměrně vysoký detekční limit [8, 10]. 
 
V dnešní době existují μ-TCD, které se využívají při kontrole průmyslových procesů. 
Tento typ detektoru se od klasického katarometru liší tím, že má jen jeden blok se žhaveným 
vláknem, kterým střídavě protéká nosný a referenční plyn [9, 16]. 
 
 
Obr. 2.7.: Tepelně vodivostní detektor [16] 
 
Nezastupitelný význam má spojení plynové chromatografie s hmotnostním spektrometrem 
(MS) pro identifikace neznámých těkavých složek složitých směsí. Pro každou složku lze 
získat její hmotnostní spektrum a identifikovat ji porovnáním jejího spektra s knihovnou 
spekter sloučenin uloženou v paměti počítače [9]. 
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Kvalitativní analýza 
Identifikace je založena na porovnání retenčního času tR nebo retenční objem VR analytu 
s retenčním časem nebo objemem standardu při stejných podmínkách separace. 
Můžeme použit i tzv. retenční indexy, poměry redukovaných retenčních časů (tR  bez tM 
mrtvého času kolony)nebo objemů složky a standardu. Důležité je najít vhodný standard 
takových vlastností, aby tvořil samostatný pík v blízkosti píku složky, kterou identifikujeme. 
Pro spolehlivou identifikaci by se porovnání mělo provést na dvou kolonách s různou 
polaritou stacionární fáze [8, 10]. 
 
Kvantitativní analýza 
Kvalitativní analýzu předchází určení plochy nebo výšky píku (odpovídá obsahu složky ve 
vzorku), které v dnešní době provádíme ještě občas pomocí integrátorů, ale v drtivé většině 
případů pomocí speciálních programů provozovaných na standardních počítačích. Využívané 
pracovní techniky kvantitativní analýzy jsou metoda absolutní kalibrace, metoda vnitřní 
standardizace a metoda standardního přídavku. 
Při metodě absolutní kalibrace provádíme několik nástřiků standardu analytu v různých 
koncentracích za stejných podmínek. Sestrojíme kalibrační křivku závislosti výšky nebo 
plochy píků standardu na koncentracích a z tohoto grafu určíme koncentraci analytu ve 
vzorku po jeho analýze. 
Metodu vnitřní standardizace provedeme nástřikem směsi analytu a přidaného známého 
množství standardu (popřípadě série směsí při více přídavcích). Standard musí být látka, která 
není ve vzorku obsažena a musí tvořit samostatný pík v blízkosti píku stanovovaného analytu. 
Množství analytu vypočítáme z poměru ploch píků standardu a analytu. K výpočtu 
potřebujeme znát objemy roztoků  vzorku a standardu, které byly smíchány. 
Metoda standardního přídavku je založena na analýze samotného vzorku a vzorku, do 
kterého bylo přidáno známé množství standardu analyzované látky. Zvětšení plochy píku je 
přímo úměrné přidanému množství standardu. Pro výpočet koncentrace analytu musíme znát 
objemy nástřiků a objem smíšeného vzorku a objem standardního přídavku [8]. 
2.2.3.2. Analýza flavonoidů plynovou chromatografií 
Již v šedesátých letech dvacátého století byla plynová chromatografie použita při analýze 
derivátů flavonoidů s tepelně vodivostní detekcí. [23] Příprava vzorků pro analýzu flavonoidů 
pomocí GC by měla zahrnovat odstranění lipidů, hydrolýzu konjugátů a depolymerizaci 
taninů [24]. 
 
Těkavé, tepelně stabilní deriváty flavonoidů získáváme methylací nebo častěji konverzí na 
trimethylsilyl (TMS) deriváty. [24] TMS deriváty vznikají jen z aglykonů. Methylace není 
příliš využívanou metodou, protože má malý faktor odezvy oproti HPLC [25]. V případě 
flavonoidů, majících více než jednu hydroxylovou skupinu, při derivatizaci může vznikat více 
derivátů a kvantifikace je proto obtížná. Jako derivatizační činidla se nejčastěji používají N,O-
bis-(trimethylsilyl)-trifluoroacetamid (BSTFA) a N-(tert-butyldimethylsilyl)-N-
methyltrifluoroacetamid (TBDMS) nebo hexamethyldisilazan (HMDS) s kyselinou 
trifluoroctovou (TFA). Derivatizace probíhá při 100 – 120°C po dobu 1 až 4 hodin. Například 
u apigeninu, luteolinu a kvercetinu probíhá derivatizace obdobně – nepodléhají oximaci 
(otevření řetězce) [23, 25, 27]. 
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Flavonoidy jsou analyzovány na kapilární koloně se stacionární fází polysiloxanového typu 
při konvenčních teplotách (do 300 – 330 °C).  Po derivatizaci je vzorek nastříknut v 
děličovém nebo bezděličovém módu při teplotě 280 až 300 °C. K separaci dochází 
v kapilárách s nepolární stacionární fází, např. DB-5 nebo DB-1, při teplotním programu 
přibližně od 120 do 300 °C. Průtok nosného plynu, helia, se pohybuje od 0,5 do 3 ml/min. 
Detekci je možné provést pomocí TCD nebo FID. Detekční limity se pohybují ve stovkách 
ng/ml. Metoda poskytuje vysoké rozlišení a nízký detekční limit, ale je náročná díky 
derivatizaci [23, 25]. 
 
 
 
Obr. 2.9.: Mechanismus silylace vzorku (silyl deriváty vznikají poskytnutím aktivního protonu 
−OH, −COOH, =NH, −NH2 a −SH skupin) [45] 
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2.2.3.3. Plynová chromatografie s hmotnostně spektrometrickou detekcí 
Hmotnostní spektrometrie 
Hmotnostní spektrometrie je fyzikálně chemická metoda používaná k určování hmotností 
atomů, molekul a jejich částí po jejich převedení na ionizovanou plynnou fázi. Vzniklé ionty 
separuje na základě poměru jejich hmotnosti a jejich náboje (m/z). 
Má velmi dobrou vypovídací schopnost o struktuře analyzovaných látek. Dnes se široce 
používá při řešení analytických problémů v organické chemii, biochemii i při analýze 
anorganických materiálů a tuhých látek. V současnosti je spojení hmotnostního spektrometru 
se separačními metodami (GC a LC) nejefektivnější známou techniku pro analýzu složitých 
směsí organických látek. Hmotnostní spektrometr v těchto technikách se vyskytuje jako 
strukturně selektivní detektor, který umožňuje kromě obvyklého záznamu zón látek 
eluovaných z kolony (chromatogram) získat i jejich identifikaci na základě zaznamenaného 
hmotnostního spektra [9, 10]. 
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Hlavní součásti hmotnostního spektrometru jsou: 
1. vstup vzorku – umožňuje přívod vzorku z prostředí chromatografické kolony do 
prostoru iontového zdroje, a to buď přímo a nebo přes vhodné rozhraní snižující 
podíl mobilní fáze. 
2. iontový zdroj – slouží k převedení analyzované látky do ionizovaného stavu. 
Dochází v něm i k většině fragmentačních reakcí vedoucích k destrukci chemických 
vazeb vzniklého iontu. 
3. analyzátor - slouží jako disperzní prvek a umožňuje rozdělit v prostoru a čase směs 
iontů o různých poměrech m/z, které vznikají v iontovém zdroji. 
4. detektoru se zesilovačem a záznamovým zařízením - na detektor je směrován proud 
iontů po průchodu hmotnostním analyzátorem tak, že poskytuje analogový signál 
úměrný počtu dopadajících iontů. Ten je po digitalizaci převeden do počítače a 
vhodným programovým vybavením zpracován do formy hmotnostních spekter. 
Počítač dále zajišťuje řídící, kontrolní funkce a optimalizaci provozních parametrů. 
5. vakuový systém - výkonný, nejčastěji dvoustupňový vakuový čerpací systém, 
umožňující udržet dostatečně nízký tlak za všech provozních podmínek. [9] [10] 
 
Spojení kolony plynového chromatografu s iontovým zdrojem 
U spojení plynového chromatografu s hmotnostním spektrometrem je základním 
problémem rozdílnost používaných tlaků. Na výstupu kolony plynového chromatografu je 
přibližně atmosférický tlak. Iontový zdroj hmotnostního spektrometru pracuje optimálně za 
vysokého vakua. Zvýšení tlaku v iontovém zdroji a hmotnostním analyzátoru vede 
k výraznému zvýšení detekčního limitu a zhoršení charakteru spekter [9]. 
 
V současnosti se používá přímé spojení kapilárních separačních kolon s iontovým zdrojem 
při běžných průtocích nosného plynu. Kapilární kolona plynového chromatografu je zavedena 
kovovou nebo deaktivovanou křemennou kapilárou, vedenou vyhřívaným prostorem, přímo 
do iontového zdroje. Místo propojení je rovnoměrně vyhříváno, čímž se zabraňuje kondenzaci 
separovaných látek před vstupem do hmotnostního spektrometru. 
Nevýhodou způsobu přímého spojení plynového chromatografu s hmotnostním 
spektrometrem je závislost okamžitého tlaku v iontovém zdroji na průtokové rychlosti 
nosného plynu. Další nevýhodou je, že při možném vymývání stacionární fáze z kolony 
dochází k zvýšení signálu pozadí a zanášení iontového zdroje [9]. 
 
 
Obr. 2.10.: Přímé spojení kapilární kolony plynového chromatografu s iontovým zdrojem 
hmotnostního spektrometru [9] 
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Iontový zdroj 
Použitá ionizační technika výrazně ovlivňuje limit detekce měření a zaměření metody. 
Energetická náročnost ionizace závisí na typu analyzované látky. Podle množství dodané 
energie je obvyklé dělit ionizační techniky na měkké – při nich je energetický přebytek 
dodaný ionizované molekule malý a pravděpodobnost fragmentace nízká; a na tvrdé – při nich 
dodaná energie způsobuje rozsáhlejší fragmentaci primárně vzniklého iontu [9, 13, 16]. 
Pro techniku GC-MS jsou nejběžnější dva způsoby ionizace vzorku a z toho vyplývající 
dva typy iontových zdrojů: 
1. elektronová ionizace (Electron Ionization – EI) – tvrdá ionizační technika 
2. chemická ionizace (Chemical Ionization – CI) – měkká ionizační technika 
 
Elektronová ionizace (EI) 
K tvorbě iontů dochází při interakci mezi molekulou analyzované látky M a proudem 
urychlených elektronů: 
 M + e- → M+· + 2e- (1) 
V prostoru iontového zdroje je udržováno vysoké vakuum (přibližně 10-4 – 10-5 Pa) aby 
nedošlo k mezičásticovým interakcím. Interakce analyzované látky s urychleným elektronem 
vede ke vzniku energeticky stabilizovaného radikálkationtu a dvěma elektronům. 
Zdrojem elektronů je nejčastěji elektricky žhavené rheniové nebo wolframové vlákno 
(katoda). Proud elektronů proudí vnitřním prostorem iontového zdroje směrem k anodě. 
Rozdíl napětí žhavené katody a anody udává energii elektronů přicházejících do styku 
s ionizovanou látkou. Za standardní považujeme energii 70 eV, která ve většině případů 
postačuje pro vznik maximálního počtu iontů a jejich rozsáhlou fragmentaci. Pro zvýšení 
pravděpodobnosti interakce elektronu s molekulou se někdy dráhy elektronů zakřivují polem 
malého permanentního magnetu, umístěného v prostoru ionizačního zdroje. 
Vzniklé ionty jsou z prostoru iontového zdroje vypuzovány elektrostatickým polem 
pomocné elektrody (repeleru). Urychlený proud iontů je směrován z iontového zdroje 
soustavou akceleračních a fokusačních elektrod do hmotnostního analyzátoru [9, 13]. 
 
 
Obr. 2.11.: Schéma EI iontového zdroje 
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Chemická ionizace (CI) 
K ionizaci dochází pomocí proudu urychlených elektronů, jejichž energie není přenášena 
na ionizovanou molekulu přímo, ale pomocí reakčního média – je to nejčastěji plyn nebo páry 
nízkovroucí kapaliny. Volbou reakčního média (schopnost odštěpit proton) ovlivňujeme 
množství předané energie, a tím i rozsah možných fragmentací. 
Konstrukce iontového zdroje pro chemickou ionizaci je v podstatě totožná s konstrukcí 
zdroje EI. Podmínky v iontovém zdroji jsou jiné než v případě ionizace EI. V ionizačním 
prostoru je pod relativně velkým tlakem, tj. 50 až 150 Pa, přítomno reakční médium. Vyšší 
tlak v iontovém zdroji zvětšuje pravděpodobnost interakcí iontů s neutrálními molekulami. 
Nejběžněji používaným reakčním mediem je methan. V jeho přítomnosti pravděpodobně 
dochází k těmto reakcím (závisí na podmínkách v iontovém zdroji): 
 CH4 + e- → CH4+· + 2e- (2) 
 CH4+· → CH3+ + H· (3) 
 CH4+· + CH4 → CH5+ + CH3· (4) 
 CH3+ + CH4 → C2H5+ + H2 (5) 
 
 M + CH5+ → MH+ + CH4 (6) 
 M + C2H5+ → MH+ + C2H4 (7) 
Reakce (2) je proces ionizace methanu elektronem za vzniku radikálkationtu CH4+·. Ten se 
dále může rozpadnout za vzniku kationtu CH3+ a radikálu vodíku. Reakce (4) a (5) znázorňují 
energetickou stabilizaci molekulového i fragmentového iontu média za vzniku stálých 
reakčních kationtů CH5+ a C2H5+. 
Po vnesení analyzované látky M dojde k přenosu protonu z reakčních kationtů media na 
neutrální molekulu M a vzniká kationt MH+ po odštěpení neutrální molekuly methanu nebo 
ethylenu. Ion MH+ se často označuje jako kvazi-molekulární ion a umožňuje stanovení 
molekulové hmotnosti látky [9, 13]. 
 
Typy hmotnostních analyzátorů  
1. Sektorové analyzátory – využívají kombinace magnetického a elektrostatického 
analyzátoru. Nazýváme je také statické analyzátory. Na urychlené ionty o různém m/z 
v homogenním magnetickém poli působí Lorentzova a odstředivá síla. Ionty opisují 
dráhy o různých poloměrech – dojde tak k prostorové disperzi iontů podle jejich 
hmotnosti. Nezvolené ionty (podle potenciálu nebo magnetické indukce) jsou 
zachyceny na štěrbině umístěné před detektorem. Elektrostatický analyzátor 
vytváří homogenní elektrické pole o vysokém napětí. Jeho účelem je eliminovat 
částice podle odlišné kinetické energie a intenzity pole. Sektorové analyzátory patří 
mezi vysokorozlišovací (rozlišení píků ve spektru 104 – 105) analyzátory z důvodu 
dvojité fokusace [9, 10]. 
2. Iontová past (Ion Trap) – skládá se ze tří elektrod (vstupní a výstupní kruhové 
elektrody hyperbolického průřezu a z prstencové elektrody), mezi kterými se pomocí 
střídavého elektrického pole zadržují ionty. Obě kruhové elektrody jsou uzemněny, na 
středovou prstencovou elektrodu se přivádí vysokofrekvenční napětí s proměnnou 
amplitudou. Zvyšováním amplitudy střídavého napětí jsou ionty s rostoucím m/z 
vypuzovány z pasti a přes otvor výstupní kruhové elektrody putují do detektoru. [9, 
13]. 
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3. Průletový analyzátor (Time-Of-Flight – TOF) – je tvořen evakuovanou trubicí. 
K časovému rozdělení iontů o různém m/z dochází na základě jejich odlišné doby letu 
z iontového zdroje do detektoru. Urychlené ionty získají stejnou kinetickou energii. 
Díky své rozdílné hmotnosti mají proto i rozdílnou rychlost. Hmotnější iont se 
pohybuje pomaleji a dorazí do detektoru později. Časový rozdíl letu iontů, tj. i 
dosažitelné rozlišení, závisí na délce dráhy, proto se často konstruuje s tzv. 
reflektronem - elektrostatickým zrcadlem znásobujícím průletovou dráhu iontů. 
Průletový analyzátor pracuje v pulsním módu [9, 13]. 
4. Kvadrupólový analyzátor – je konstrukčně složen ze čtyř tyčí kruhového nebo 
hyperbolického průřezu, které jsou připojeny ke zdrojům stejnosměrného a 
vysokofrekvenčního střídavého napětí. Vždy protilehlá dvojice tyčí má stejné napětí. 
Ionty urychlené z iontového zdroje vletí do prostoru mezi tyčemi. Dostávají se do 
střídavého elektrického pole, kde oscilují. Při vhodně zvolených hodnotách 
stejnosměrného a střídavého napětí a jejich poměru projdou kvadrupólem pouze ionty 
o určitém m/z, ostatní se dostanou na nestabilní dráhy a zachytí se na tyčích 
kvadrupólu nebo na stěnách přístroje. V praxi se používá plynulého zvyšování 
amplitudy vysokofrekvenční složky a stejnosměrného napětí při zachování jejich 
konstantního poměru, takže je umožněna postupná oscilace iontů ve zvoleném 
intervalu hodnot m/z tímto filtrem. Kvadrupól umožňuje rychlý sken a mnohonásobné 
zaznamenání hmotnostního spektra během eluce velmi úzkých chromatografických 
píků [9, 13, 10]. 
 
 
Obr. 2.12.: Schéma kvadrupólového analyzátoru [10] 
 
Detektory 
Detektory používané v hmotnostní spektrometrii je možno rozdělit do dvou kategorií: 
1. detektory pro přímá měření – detekující elektrický proud vznikající přímým 
dopadem iontů. 
2. násobičové detektory – využívají efekt násobení elektronů vzniklých po dopadu 
iontů (elektronásobiče a fotonásobiče). 
 
Elektronásobičové detektory 
Mohou být dvojí konstrukce: 
1. s diskrétním dynodovým polem - se skládá ze série kovových vhodně tvarovaných 
destiček tzv. dynod, které jsou elektricky propojené. Po dopadu iontu jsou 
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z materiálu dynody vyraženy elektrony, jejichž počet se dopadem na další dynody 
násobí. 
2. s kontinuální dynodou - je tvořen zakřivenou trubicí z olovnatého skla s vysokým 
elektrickým odporem. Na vnitřní straně je trubice pokryta vrstvičkou oxidu 
berylnatého nebo hlinitého. Kontakty na začátku a na konci trubice jsou připojeny 
ke zdroji vysokého napětí. Elektrony, vyražené z materiálu trubice po dopadu 
iontu, jsou urychleny elektrickým polem směrem ke kolektoru. Dalšími nárazy 
iontu na stěnu trubice a s emisí dalších elektronů jejich počet násobně roste. 
Zakřivení trubice zabraňuje průchodu náhodně vzniklých kladných iontů do ústí 
násobiče [9]. 
 
 
Obr. 2.13.: Elektronásobič s kontinuální dynodou [9] 
 
Fotonásobičové detektory 
Ionty jsou na pomocné kovové elektrodě fotonásobiče na počátku konvertovány na 
elektrony. Elektrony po dopadu na stínítko poskytují fotony, které vstupují do fotonásobiče. 
Ve srovnání s elektronásobičem je tento typ konstrukčně složitější. Výhodou je, že 
poskytuje nízké meze detekce a delší životnosti, protože vnitřek fotonásobiče není ve styku 
s vnitřním prostředím hmotnostního spektrometru [9]. 
 
Vakuové čerpací systémy 
Kvalita získaného hmotnostního spektra je výrazně závislá na kvalitě vakua uvnitř přístroje 
zabraňujícímu nežádoucím interakcím. Čerpací systém hmotnostního spektrometru 
(iontového zdroje a analyzátoru) je ve většině případů dvoustupňový. Předčerpání se provádí 
běžnými mechanickými rotačními olejovými vývěvami a dočerpání na pracovní tlak difúzním 
nebo turbomolekulárním čerpadlem [9]. 
 
Metoda GC-MS se používá pro stopovou a ultrastopovou analýzu organických polutantů 
(především těkavých) ve vzorcích půd, vod a ovzduší [9]. 
2.2.3.4. Analýza flavonoidů metodou GC-MS 
Finální analýzu flavonoidů pomocí plynové chromatografie s hmotnostně 
spektrometrickou detekcí, podobně jako při volbě FID nebo TCD, předchází kyselá hydrolýza 
konjugátů a derivatizace analytů. Derivatizace flavonoidů je popsána v kapitole 2.2.3.2.. 
Hmotnostně spektrometrická detekce je v dnešní době preferovanější než FID nebo TCD [23]. 
 
Nejčastěji využívanou metodou ionizace je elektronová ionizace (EI s ionizační energií 70 
eV). Jako hmotnostní analyzátor je nejčastější kvadrupól. Teplota detektoru se nastavuje na 
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280 – 290 °C. Detekční limity v SIM (sing-ion monitoring) modu se pohybují v rozmezí 
jednotek pg/ml až desetin ng/ml [23, 25, 47, 48]. 
 
Tabulka 2.1.: Fragmentové ionty (m/z) kvercetinu, luteolinu a kaempferolu [27] 
Aglykon 
Molekulová 
hmotnost 
(g/mol) 
Molekulová 
hmotnost 
TMS derivátu 
(g/mol) 
Selektivní fragmentové 
ionty (m/z) 
Flavonol kvercetin 302,24 663,24 [M-CH3]
+ = 647 
[M-(TMS+CH3)]+ = 575 
luteolin 286,24 575,04 [M]·
+ = 574 
[M-TMS]+ = 502 
Flavony 
kaempferol 286,24 575,04 [M-CH3]
+ = 559 
[M-(TMS+CH3)]+ = 487 
M – molekula TMS derivátu flavonoidu 
2.2.3.5. Kapalinová chromatografie 
Je to chromatografická metoda, v níž je kapalina používána jako mobilní fáze. Na rozdíl od 
GC rozhodují o separaci složek vzorku nejen jejich interakce se stacionární fází, ale aktivní 
roli hraje i afinita k mobilní fázi. V LC pracujeme většinou za laboratorní teploty, a proto 
touto metodou stanovujeme tepelně nestálé a netěkavé sloučeniny. 
Kapalinová chromatografie lze podle principu separace rozdělit do několika skupin. 
Nejčastěji používané jsou kapalinová rozdělovací chromatografie (LLC) a kapalinová 
adsorpční chromatografie (LSC). Dalšími technikami jsou: gelová permeační chromatografie 
(GPC) – separuje složky směsi na základě rozdílu ve velikosti jejich molekul, stacionární fázi 
tvoří gel; iontově výměnná chromatografie (IEC) – je metoda určená k separaci iontů pomocí 
iontoměniče (SF); afinitní chromatografie – stacionární fáze je schopna selektivně vázat ze 
vzorku analyt. Podle uspořádání stacionární fáze rozlišujeme kolonovou a tenkovrstvou či 
papírovou kapalinovou chromatografii [8, 10, 15, 19, 20]. 
 
V současné době se pro účinnější separaci složitých směsí látek používá tzv. vysokoúčinná 
kapalinová chromatografie (High Performance Liquid Chromatography – HPLC), ve které 
částice stacionární fáze mají malý průměr a průtok mobilní fáze je zajištěn vysokým tlakem 
(jednotky až desítky MPa) [9]. 
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Obr. 2.14.: Schéma kapalinového chromatografu [15] 
 
Základní technické vybavení kapalinového chromatografu se sestává z čerpadla, 
dávkovacího zařízení, kolony, detektoru a vyhodnocovacího zařízení. 
Čerpadlo je lineární nebo reciprokační, složené z jednoho či dvou pístů sériově nebo 
paralelně zařazených. Čerpadlo zajišťuje kontinuální průtok mobilní fáze. Gradientovou eluci 
(změna složení binární směsi mobilní fáze při konstantním průtoku) můžeme provést použitím 
zdvojených čerpadel, která jsou elektronicky řízena, nebo pomocí proporcionálně ovládaného 
vícecestného vstupního ventilu. 
 
 
Obr. 2.15.: Schéma reciprokačního čerpadla [15] 
 
K dávkování se používá šesticestný kohout s dávkovací smyčkou, která se naplní 
odměřeným objemem vzorku pomocí speciálního mikrodávkovače. Při přepnutí kohoutu 
dojde k průtoku mobilní fáze smyčkou se vzorkem, a pak dále do kolony. V dnešní době se 
nejčastěji využívá automatických dávkovačů kapalných vzorků [10]. 
 
Kolony 
Používají se náplňové kolony, otevřené trubice o průměrech většinou mezi 2 až 6 mm a 
délkách nejčastěji 10 až 50 cm. Nejběžnějším materiálem pro tlakové kolony je nerezová ocel 
a tvrzené sklo. Částice sorbentu mají průměr obvykle 3 nebo 5 µm, ale i méně nebo více. 
Kolony jsou uzavřeny z obou stran fritami z nerezové oceli nebo porézního teflonu. Kolony 
s menšími průměry mají vyšší účinnost při menší spotřebě rozpouštědla. Můžeme spojovat i 
dvě kolony sériově za sebou. Předklony umístěné mezi dávkovací zařízení a analytickou 
kolonu slouží jako ochrana hlavní kolony před nečistotami a nerozpustnými materiály. 
Způsobují malé rozšíření píků [8, 10]. 
 
Adsorpční kapalinová chromatografie (LSC) 
Metoda využívá mezimolekulárních přitažlivých sil mezi složkami vzorku a tuhou fází – 
adsorbentem v prostředí mobilní kapalné fáze – eluentu [10]. 
 
Analyty rozpuštěné v mobilní fází se adsorbují na stacionární fázi při konstantní teplotě 
(izotermický děj), a dochází tak k jejich zadržování (retenci). Separované analyty se pohybují 
tím rychleji, čím méně jsou adsorbovány na stacionární fázi. 
Adsorpční rovnováha je popsána závislostí naadsorbovaného množství analytu na 
koncentraci v roztoku. Nejjednodušší a nejznámější je popis tohoto děje pomocí buď 
Langmuirovy izotermy: 
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 [ ] [ ][ ]M
M
S Aw
AwzA += 1   (2.9.) 
kde [A]S je naadsorbonané množství analytu, w je rovnovážná konstanta mezi adsorpcí a 
desorpcí, z je maximální naadsorbované množství a [A]M je koncentace analytu v mobilní 
fázi; 
nebo Freundlichovy izotermy: 
 [ ] [ ] raS MAkA /1=  (2.10.) 
kde ka a n jsou konstanty systému. Hodnota konstanta ka klesá s rostoucí teplotou, konstanta n 
je vždy větší než jedna a s rostoucí teplotou se blíží jedné [15, 17]. 
 
Poměr koncentrace analytu v mobilní a stacionární fázi vyjadřujeme pomocí distribuční 
konstanty KD. Distribuční konstanta je závislá na celé řadě faktorů (objem monomolekulární 
vrstvy rozpouštědla, aktivita adsorbentu nebo eluční síla rozpouštědla). Významnou roli při 
tomto ději hraje velikost částic adsorbentu prostoupených póry. Pro dobrou adsorpci je nutný 
velký povrch adsorbentů a vysoká permeabilita [10, 15]. 
 
Adsorpční kapalinovou chromatografii rozdělujeme podle polarity mobilní a stacionární 
fáze do dvou systémů. Systém s normálními fázemi (NP), kdy stacionární fáze je polárnější 
než mobilní. Míra adsorpce analytu roste s rostoucí polaritou jeho funkčních skupin. Druhý, 
v dnešní době převládající, je systém s obrácenými fázemi (RP), kdy stacionární fáze je méně 
polární než mobilní fáze [15]. 
V LSC je nejčastěji používaným materiálem stacionární fáze polární silikagel, a to jak 
neupravený, tak modifikovaný. Příkladem modifikace je silikagel s vázanými řetězci oktylu, 
oktadecylu. Dalšími materiály jsou například oxidy kovů (alumina, TiO2, ZrO2) nebo 
nepolární aktivní uhlí. Při analýze biologicky aktivních organických látek využíváme i tzv. 
monolitické kolony, jejichž náplň tvoří porézní polymer s funkčními skupinami [15, 18]. 
Charakteristickým rysem silikagelu je kyselost povrchu, která způsobuje retenci bazických 
sloučenin. Alumina se naopak vyznačuje bazicitou povrchu, proto ji lze použít k oddělení 
slabě kyselých složek. Přítomnost vody v systému způsobí deaktivaci adsorbentu [8, 10]. 
 
Při analýzách složitých směsí, kdy se složky liší svou polaritou, se využívá plynulé změny 
složení binární mobilní fáze. Použitím techniky gradientové eluce měníme složení mobilní 
fáze tak, aby rostla její eluční síla (rychlost eluce složek z kolony) při zachování konstantního 
průtoku. Eluci, při které zachováváme stálé složení mobilní fáze, nazýváme izokratická [8, 
10]. 
Adsorpční chromatografie je užitečná pro separaci nízko a středně polárních vzorků 
relativní molekulové hmotnosti do 1000 [8]. 
 
Rozdělovací kapalinová chromatografie (LLC) 
Podstatou je distribuce složky mezi kapalnou mobilní fáze a kapalnou stacionární fází 
nanesenou na povrch pevných částic (nosič), kterou lze vyjádřit pomocí Nernstova 
rozdělovacího koeficientu: 
 B
i
A
i
c
c
k =  (2.11.) 
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kde k  je rozdělovací koeficient,  je koncentrace složky i v kapalné stacionární fázi,  je 
koncentrace složky i v mobilní fázi. Rozdělovací koeficient analytu je závislý na kapalinách a 
teplotě systému. Kapalné fáze jsou vzájemně nemísitelné s dostatečně rozdílnou polaritou. 
Složky vzorku se v systému zadržují podle rozpustností ve stacionární a mobilní fázi. 
A
ic
B
ic
Důležitý je poměr objemů fází. Mají-li mít složky dostatečnou retenci v systému, pak 
rozpustnost složky ve stacionární fázi musí být podstatně vyšší než v mobilní fázi. 
Chemicky vázané stacionární fáze v LLC jsou v naprosté většině fáze nepolární, což 
znamená, že mobilní fáze musí být polární, tj. kapalinová chromatografie s obrácenými 
fázemi (RP-LLC) [10, 15]. 
 
Základem většiny náplní, které obsahují chemicky vázanou stacionární fázi, je silikagel. 
Částice silikagelu jsou porézní. Stacionární fáze na nosiči se získává vytvořením vázané 
vrstvičky polymeru, tzv. silanizací silanolových skupin trialkylchlorsilany, 
dialkyldichlorsilany nebo alkyltrichlorsilany. Vázanými nepolárními skupinami nejčastěji 
jsou methyl, oktyl nebo oktadecyl. Polymery jsou odolné vůči hydrolýze a teplu [8, 10]. 
 
V RP-LLC pracujeme s polárními mobilními fázemi. Používají se alkoholy, nitrily a 
ethery. Běžně se používají ve směsi s vodou. Rozpouštědla mají rostoucí eluční sílu v tomto 
pořadí: voda, methanol, acetonitril, aceton. I v případě této techniky lze provádět 
gradientovou eluci při analýze složitých směsí látek [10]. 
 
Detektory v kapalinové chromatografii 
Současné detektory v LC mají svá omezení. Kvalitativní analýza je možná pouze pro 
určitou, předem známou složku a přístroj musí být kalibrován. 
Používají se převážně tyto typy detektorů: 
1. optické – fotometrické, fluorimetrické a diferenciální refraktometrické 
2. elektrické – voltametrické a vodivostní 
Detektory lze rozdělit na selektivní, které mají odezvu na určitý typ sloučenin, a 
univerzální. Kladou se na ně stejné požadavky jako v případě detektorů v plynové 
chromatografii (široký lineárně dynamický rozsah, nízké detekční limity atd.) [9]. 
 
Spektrofotometrický detektory 
Spektrofotometrické detektory jsou založeny na adsorpci záření analytem v rozmezí 
vlnových délek 190 až 800 nm (UV-VIS oblast). Dělíme je podle možnosti nastavení vlnové 
délky na detektory s měnitelnou vlnovou délkou – nastavujeme jednu vlnovou délku pro 
sledovaný analyt, a detektory s diodovým polem (DAD) – zaznamenávají celé spektrum 
v reálném čase bez přerušení průtoku eluentu měrnou celou. 
Základním požadavkem detektoru je nízká absorbance mobilní fáze při použité vlnové 
délce. Nejčastěji se používá jednopaprskový spektrofotometr s průtočnou měrnou celou 
s malým objemem. Eluent protéká měrnou celou o známém objemu a optické délce. Přístroj je 
vybaven deuteriovou výbojkou a mřížkovým monochromátorem pro volbu vlnové délky. 
DAD detektor má za měrnou celou umístěnou holografickou mřížku pro spektrální rozklad 
paprsku, takže na každou fotodiodu dopadá zářivý tok o určité vlnové délce zeslabený 
absorpcí v měrné cele. 
Hlavní nevýhodou detektorů je neschopnost registrovat látky, které neabsorbují UV záření 
[9, 10, 21]. 
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Obr. Schéma jednopaprskového spektrofotometrického detektoru [22] 
 
Fluorimetrický detektor 
Konstrukčně se podobá spektrofotometrickému detektoru. Polychromatické záření ze 
zdroje (rtuťová, deuteriová či xenonová výbojka, wolframová žárovka nebo laser) prochází 
monochromátorem, který izoluje excitační záření o zvolené vlnové délce. Záření dopadá na 
celu, kterou protéká eluent, který část záření absorbuje. Emisní monochromátor a detektor 
jsou umístěny kolmo na směr excitačního záření. Emitované fluorescenční záření projde 
monochromátorem a dopadá na fotoelektrický násobič. 
Tento detektor má nízký limit detekce pro látky, které mají přirozenou fluorescenci nebo je 
lze na fluoreskující deriváty převést. Detekční limit je v pg/ml [9, 10]. 
 
 
Obr. Schéma fluorimetrického detektoru [22] 
 
Ampérometrický detektor 
Ampérometrický detektor patří do skupiny elektrochemických detektorů (ED), které měří 
napětí, proud nebo kapacitu. Tento detektor měří proud mezi pracovní (polarizovatelnou) a 
pomocnou elektrodou v závislosti na vloženém konstantním napětí. Měří se změna 
elektrického proudu odpovídající oxidaci či redukci analytu. Základní podmínkou tohoto 
detektoru je dobrá vodivost mobilní fáze. 
Je to selektivní detektor s nízkým detekčním limitem. Elektrochemické detektory se 
využívají při analýze léčiv, polutantů a přírodních látek [3, 4, 21]. 
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Obr. Schéma voltametrického detektoru [22] 
 
Podobně jako u plynové chromatografie hraje významnou roli v analýze neznámých 
netěkavých složek složitých směsí spojení kapalinové chromatografie s hmotnostní 
spektrometrií jako detekční metodou [9]. 
 
Při kvalitativní analýze v kapalinové chromatografii se využívá stejných retenčních dat 
jako v plynové chromatografii, tj. retenční čas a objem analytu. Pracovní techniky 
kvantitativní analýzy použité v plynové chromatografii lze aplikovat i v případě kapalinové 
chromatografie, tj. metody absolutní kalibrace, vnitřní standardizace nebo standardního 
přídavku [8]. 
2.2.3.6. Analýza flavonoidů kapalinovou chromatografií 
Kapalinová chromatografie s UV detekcí je nejběžnější finální analýzou flavonoidů i jejich 
glykosidů [40] ve vzorcích rostlinných extraktů [30, 31], potravinách [29, 32] nebo 
biologických fluidech (moč, krev) po požití fytofarmaka [33]. Provádí se především na 
obrácených fázích. Kolony  o délce nejčastěji v rozmezí 100 – 250 mm a vnitřním průměru 
2,0 – 4,6 mm mají stacionární fázi na bází silikagelu s vázanými řetězci oktadecylu C18 nebo 
oktylu C8 [33]. 
Při porovnávání NP a RP-HPLC se zjistilo, že NP-HPLC má vyšší rozlišení ale 
reprodukovatelnost retenčních charakteristik je daleko menší než v případě RP-HPLC. Polární 
sloučeniny, tj. i flavonoidy, se silně vážou na stacionární fázi kolony (Nukleosil 50-5) a jsou 
hůře eluovány z kolony MF (n-hexan-isopropanol). Kolona se proto proplachuje po určité 
době isopropanolem [26]. 
 
Při analýze v systému obrácených fází se především používá gradientová eluce, a to 
binární směsí rozpouštědel. Izokratická eluce, mobilní fází voda – methanol - octová kyselina 
(57:43:1) je popsána v článku [40], kde je analyzováno šest flavonoidů v biologických 
fluidech. Binární směs se skládá z vody, která může obsahovat octan amonný, kyselinu 
mravenčí nebo jiný pufr (pH 2 až 3,5 podle vzorku a kolony), s methanolem nebo 
acetonitrilem. Fosfátové pufry se příliš nepoužívají, protože kontaminují iontový zdroj při MS 
detekci. Upřednostňuje se acetonitril před methanolem, který zvyšuje šum pozadí. Průtok 
mobilní fáze se pohybuje v intervalu 0,23 až 0,9 ml/min podle průměru kolony. Nejčastěji se 
pracuje za laboratorní teploty, ale lze teplotu zvýšit až do 40 °C. Termostatované kolony mají 
vyšší opakovatelnost retenčních časů [23, 29 – 33]. 
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Detektory použité při analýze flavonoidů jsou nejčastěji: spektrofotometrický detektor  
UV-VIS i s diodovým polem (DAD), fluorimetrický detektor, elektrochemický detektor a 
hmotnostní spektrometr. 
Všechny flavonoidy (resp. jejich aglykony) obsahují aromatický kruh a proto absorbují UV 
záření. První maximum absorpce, odpovídající kruhu A flavonoidu, se nachází v rozmezí 
vlnových délek 240 – 285 nm. Druhé maximum v rozmezí 300 – 550 nm odpovídá 
substituentům a konjugátům C kruhu flavonoidu. Při volbě spektrofotometrického detektoru 
s diodovým polem je rozsah vlnových délek 240 – 460 nm. Detekční limity se pohybují 
v rozmezí jednotek až desítek ng/ml. [23, 30 – 32]. V případě izokratické eluce [33] byla 
zvolena vlnová délka 254 nm. 
Fluorimetrický detektor má omezené použití, pouze některé flavonoidy vykazují 
přirozenou fluorescenci. Patří sem isoflavony, flavonoidy s OH skupinou v pozici 3 na C 
kruhu, katechiny a methoxylované flavony. Tento detektor se používá v kombinaci se 
spektrofotometrickým detektorem. Emisní spektra jsou závislá na hodnotě pH vzorku. 
Detekční limity se v některých případech nacházejí v desetinách až setinách ng/ml [23, 25]. 
Elektrochemický detektor využívá elektroaktivity přítomných fenolyckých skupin, není 
proto selektivním detektorem. Napěťová elektroda se skládá z analytické cely o μl objemu, 
referenční elektrody Ag/AgCl a grafitové pracovní elektrody. Limit detekce se pohybuje 
v jednotkách ng/ml [23, 29]. 
2.2.3.7. Kapalinová chromatografie s hmotnostně spektrometrickou detekcí  
Pro úspěšné spojení přístrojů těchto metod analýzy je nutné vyřešit otázku tlaků, 
skupenství analyzovaných látek a množství mobilní fáze z kapalinového chromatografu. 
V praxi je při tomto spojení nejběžnější použití reverzní kapalinové chromatografie na 
kratších kolonách o menším vnitřním průměru (kapilární, průtok do 20 μl/min) a menší 
velikosti částic stacionární fáze. Užití hmotnostní spektrometrie omezuje volbu použité 
mobilní fáze – těkavost [9]. 
 
Spojení kapalinového chromatografu a hmotnostního spektrometru se dnes provádí díky 
využití tzv. sprejových ionizačních technik [9, 13]. 
Charakteristickým rysem sprejových ionizačních technik je zanedbatelný rozsah 
fragmentace vznikajících iontů. Strukturní informace systému LC-MS s jedním hmotnostním 
analyzátorem je omezena v naprosté většině případů. Můžeme určit jen molekulovou 
hmotnost separované látky, a to na základě porovnání molekulárního, kvazi-molekulárního či 
aduktového iontu [9]. 
Řadíme je mezi měkké ionizační techniky v kapalné fázi. V současnosti se můžeme u 
komerční instrumentace nejčastěji setkat s těmito variantami: 
1. ionizace elektrosprejem (Elektrospray Ionization – ESI) 
2. chemická ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure Chemical 
Ionization – APCI) 
3. fotoionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure Photoionization – 
APPI) 
 
Elektrosprej (ESI) 
V současnosti je nejpoužívanější iontový zdroj pro kombinaci LC-MS pracující za 
atmosférického tlaku. Dochází v něm k rozprášení kapalné fáze přivedené z kovové kapiláry, 
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a to vlivem nehomogenního elektrického pole. U vyšších průtoků mobilní fáze  je třeba použít 
podpůrný sprejovací mechanizmus – zmlžování plynem. 
Při této technice vznikají velmi drobné kapičky kapalné fáze s vysokou hustotou 
povrchového náboje. Ty jsou protiproudem horkého inertního plynu (nejčastěji dusíku) 
rychleji vysušeny. Disociované látky, mechanismem iontového vypařování, přecházejí přímo 
do plynné fáze. Vzniklé ionty se vedou vstupní štěrbinou přes iontovou optiku do 
hmotnostního analyzátoru. Při tomto procesu mohou vznikat kladně i záporně nabité ionty 
v závislosti na polaritě napětí vloženého na protielektrodu [9, 13]. 
 
Obr. 2.16.: Schéma iontového zdroje ESI [9] 
 
Chemická ionizace za atmosférického tlaku (APCI) 
Eluent z chromatografické kolony je zmlžován do odpařovací komory vyhřívané na 
vysokou teplotu, kde dochází k odpaření mobilní fáze. Její páry jsou ionizovány koronovým 
výbojem generovaným na hrotu tzv. koronové jehly. Tvoří se chemicko-ionizačního plazma. 
Molekuly analyzovaných látek jsou následně ionizovány mechanismem chemické ionizace, 
kde dochází k přenosu protonu za vzniku kvazi-molekulárních iontů typu [M+H]+ a nebo    
[M-H]- [9, 13]. 
 
 
Obr. 2.17.: Schéma iontového zdroje APCI 
 
Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) 
Ionizační technika fotoionizace za atmosferického tlaku je analogií APCI. K ionizaci par se 
namísto koronového výboje využívá UV záření, které je generováno UV lampou (kryptonová 
výbojka). Dochází k ionizaci analytu díky vyšší ionizační energii fotonů [13]. 
2.2.3.8. Analýza flavonoidů metodou LC-MS 
Analýza flavonoidů kapalinovou chromatografií s hmotnostně spektrometrickou detekcí je 
běžně kombinována s DAD pro současnou identifikaci a kvantifikaci většího počtu analytů. 
Při zjišťování strukturních vlastností flavonoidů je zapotřebí použít tandemové hmotnostní 
spektrometrie. Jako ionizační techniky ve spojení LC-MS se používají APCI a ESI. Užívá se 
detekce pozitivních i negativních iontů. ESI je více frekventovaná, ale APCI má u některých 
flavonoidů lepší odezvu. Volba mobilní fáze – gradient, pH nebo přidaný těkavý vodný pufr 
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(např. mravenčan amonný, octan amonný), jsou popsány už v kapitole 2.2.3.6.. Fosfátové 
pufry se příliš nepoužívají, protože kontaminují iontový zdroj detektoru. Jako analyzátory 
jsou nejčastěji využívány kvadrupól a iontová past. Nízký detekční limit (ng/g) technika získá 
při selektivním iontovém monitoringu (SIM) [23, 25]. Pro ESI-MS jsou voleny podmínky: 
zahřívání detektoru od 200 do 350 °C a rozsah měřených m/z od 250 do 800. U současné UV 
detekce se je zvolena vlnová délka 254 nm a u DAD je rozmezí 250 až 350nm. Celková 
analýza trvá až 1,5hodiny [26, 31, 37, 41]. 
 
Potenciální využití v analýze flavonoidů má off-line spojení kapalinové chromatografie s 
MALDI-TOF-MS. Matrice v technice MALDI pro analýzu flavonoidů jsou: 2,4,6-
trihydroxyacetofenon (THAP) pro flavonolové glykosidy a 2,5-dihydroxybenzoová kyselina 
(DHB) pro isoflavony. Při kvantifikaci je vhodné použít vnitřní standard. Ve spektrech všech 
flavonoidů byly detekovány jen ionty protonovaných molekul [23, 24]. 
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3. CÍL PRÁCE 
Pro tuto práci byla vybrána skupina flavonoidů nacházejících se v běžně používaných 
fytofarmakách. Prvním z cílů bylo shrnutí současného stavu v problematice analýzy těchto 
látek a jejich metabolitů. Dále bylo zapotřebí optimalizovat postup analýzy vybraných 
flavonoidů a jejich metabolitů pro podmínky dané pracovištěm. Po optimalizaci postupu byly 
dalšími kroky odběr a analýza reálných vzorků odpadních vod z Čistírny odpadních vod Brno 
v Modřicích a Čistírny odpadních vod v areálu Veterinární a farmaceutické univerzity v Brně. 
Konečným cílem je vyhodnocení sledování vybraných flavonoidů a jejich metabolitů 
v odebraných vzorcích odpadních vod.   
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1. Přístroje, zařízení a software 
4.1.1. Zařízení a pomůcky pro přípravu a extrakci vzorků 
• Analytické váhy HR-120-LC (A&D Instruments LTD, Švýcarsko) 
• Rotační vakuová odparka RVO Büchi R-200/205 (Laboratortechnik AG, Švýcarsko) 
• Zahřívací zařízení se zahuštěním pod dusíkem Evaterm (Labicom, ČR) 
• Sušárna ULE 500 (Memmert, Německo) 
• Muflová pec LMH 11/12 (Lac s.r.o., ČR) 
• Topné hnízdo LTH 1000 (ČR) 
• pH metr 730 Inolab (Maneco, ČR) 
• Zpětný chladič 
• Dělící baňka 
• běžné vybavení laboratoře (odměrné a varné baňky, kádinky, pipety, vialky) 
4.1.2. Kapalinový chromatograf 
• HPLC čerpadlo LCP 4100 (Ecom spol. s r.o., ČR) 
• Dávkovací ventil C (Ecom spol. s r.o., ČR) 
• Kolona: SupelcosilMT LC-18-DB, 250 x 4,6 mm x 5 μm 
• UV-VIS detektor s nastavitelnou vlnovou délkou LCD 2084 (Ecom spol. s r.o., ČR) 
• Záznam a vyhodnocení chromatogramů: chromatografická stanice pro Windows CSW 
1.5 (DataApex s.r.o., ČR) 
4.1.3. Systém GC/MSD 
• Agilent Technologies 6890N GC/Agilent 5973N MSD (Agilent Technologies, 
Waldbronn, Německo) 
• Kolona: DB-5 MS, 30 m x 0,25 mm x 0,25 μm 
• Řízení přístroje a zpracování dat: Agilent ChemStation G1701DA pro GC/MSD 
4.1.4. Softwarové vybavení 
• Microsoft Windows XP 
• Microsoft Office 2003 
4.2. Chemikálie, roztoky a technické plyny 
4.2.1. Chemikálie 
• Kyselina chlorovodíková p.a., Penta 
• Methanol pro HPLC Chromasolv®, Sigma-Aldrich 
• Ethyl acetát pro HPLC, Lach-ner 
• Acetonitril pro HPLC Super Gradient, Lach-ner 
• Kyselina octová pro stopovou analýzu, Fluka 
• Síran sodný bezvodý p.a., Onex 
• N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid (BSTFA); Kit 144 ampulek (0,1 ml), Supelco 
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4.2.2. Standardy 
• Kvercetin p.a., Lachema n.p. Brno 
• Kvercetin 1,1 mg/ml; luteolin 1,0 mg/ml; myricetin 1,2 mg/ml; kaempferol 1,1 mg/ml; 
hesperetin 1,5 mg/ml; naringenin 1,4 mg/ml; morin 1,4 mg/ml; taxifolin 0,7 mg/ml 
v metanolu dodané Veterinární a farmaceutickou univerzitou v Brně 
4.2.3. Technické plyny 
• Nosný plyn plynového chromatografu – helium 6,0, Messer Technogas 
• Dusík 4.0 pro vysoušení, Messer Technogas 
4.3. Popis vzorkování odpadních vod 
• Přítok do ČOV Brno – Modřice: odběry 7. 5., 12. 5., 13. 5., 15. 5. a 16. 5. 2008 
• Odtok z ČOV Brno – Modřice: odběry 12. 5., 13. 5., 15. 5. a 16. 5. 2008 
• Přítok a odtok – ČOV na Veterinární a farmaceutické univerzitě v Brně: 12. 5. až 
15. 5. 2008 
4.4. Popis vzorků extraktů 
• č. 859 – Ginko tablety fy Natura 
• č. 860 – paprika sladká, fy Vitana 
• č. 861 – rozmarýn, fy Vitana 
• č. 789 – kardamom, fy Knorr 
• č. 790 – kmín mletý, fy Vitana 
• č. 791 – zázvor mletý, fy Vitana 
• č. 792 – pepř černý, fy Vitana 
• č. 793 – Ginko biloba, fy Revital 
• č. 794 – Ginko biloba Pankreas, fy Megafyt 
• č. 795 – surovina pro bylinný čaj na redukci hmotnosti, fy Kneip 
• č. 796 – Ginko biloba, fy Revital 
• č. 797 – řapíkatá nať pro přípravu čaje, fy Megafyt 
• č. 798 – Ginko biloga, fy  Profitness 
4.5. Pracovní postupy 
4.5.1. Příprava roztoků standardů 
Roztoky standardu kvercetinu v koncentracích 0,1; 0,05; 0,01; 0,005 a 0,001 mg/ml pro 
analýzu kapalinovou chromatografií se spektrofotometrickou detekcí byly připraveny ze 
zásobního roztoku o koncentraci 1 mg/ml methanolu, vzniklého navážením 0,0104 g 
standardu do 10 ml methanolu. 
 
Roztoky osmi zvolených standardů flavonoidů v methanolu pro finální analýzy byly 
získány z Veterinární a farmaceutické univerzity v Brně.  
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4.5.2. Předúpravy vzorků pro LC-UV analýzu 
4.5.2.1. Zakoncentrování flavonoidu ve vodném vzorku 
1 ml standardu kvercetinu o koncentraci 0,1 mg/ml ve 200 ml MilliQ vody byl odpařován 
v jedné 250 ml varné baňce na vakuové rotační odparce při 60 °C do sucha. K reziduu byl 
přidán 1 ml metanolu a proveden nástřik do kapalinového chromatografu. Modelové pokusy 
byly postupně provedeny u vzorku bez úpravy pH a pro vzorky s hodnotou pH: 4 a 2. pH 
roztoků bylo upravováno pomocí 0,5 M kyseliny chlorovodíkové na přístroji pH metr 730 
Inolab. 
4.5.2.2. Modelová hydrolýza 
K 1 ml standardu kvecetinu o koncentraci 0,1 mg/ml byly přidány 4 ml methanolu a 5 ml 
1,5 M HCl do 50 ml varné baňky. Směs byla refluxována při 90 °C po 60 minut. Po ochlazení 
se k směsi přidalo 10 ml methanolu, promíchala se a provedl se nástřik do kapalinového 
chromatografu. 
 
Obr. 4.1.: Aparatura pro hydrolýzu vzorku 
4.5.2.3. Extrakce kapalina-kapalina 
1 ml standardu kvercetinu ve 200 ml MilliQ vody byl extrahován: (1) třikrát pomocí 
ethylacetátu – 25, 10 a 10 ml; (2) třikrát pomocí diethyletheru – 30, 10 a 10 ml a (3) třikrát 
ethylacetátem – 25, 10 a 10 ml po okyselení 0,5 M HCl na pH 2. Každá frakce byla 
extrahována po dobu 15 minut. 
Oddělené frakce byly vysušeny bezvodým síranem sodným a přefiltrovány přes hladký 
filtr o průměru 150 mm do varné baňky, ve které byly odpařeny k suchu na vakuové rotační 
odparce při teplotě 40 °C a tlaku 240 mbar pro ethylacetát a při atmosférickém tlaku pro 
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diethylether. K reziduu v baňce se přidal 1 ml methanolu a poté byl roztok pomocí pipety 
přenesen do 2 ml vialky. Jednotlivé vzorky byly nastřikovány do kapalinového 
chromatografu. 
4.5.3. Příprava vzorků extraktů 
1 g vzorku koření nebo tablety léčiva byl navážen a extrahován 20 minut na třepačce 
octanem ethylnatým a poté zfiltrován. Dále byla u vzorků provedena extrakce ethanolem po 
dobu 20 minut za stálého třepání a vzorek byl poté zfiltrován. Nakonec byl vzorek po dobu 20 
minut extrahován směsí ethanol : destilovaná voda (1 : 1) a zfiltrován. Extrakty byly 
zahuštěny na rotační vakuové odparce při 40 °C. 
Extrakty byly přečištěny klasickou kolonovou chromatografii: na dně kolony byla 
umístěna acetonová vata přelitá petroletherem; další vrstvou byl 1 cm vyžíhaného síranu 
sodného a poté vlastní vrstvy sorbentů – silikagel, oxid hlinitý a florisil; poslední vrstvou byl 
opět vyžíhaný síran sodný. Jako mobilní fáze byl použit petrolether. Zahuštěné extrakty byly 
umístěny na začátek kolon a postupně vymývány petroletherem rychlostí 4-5 kapek za 
minutu. 
Přečištěné extrakty byly odpařeny do sucha a rozpuštěny v 1 ml hexanu. Vzorky byly 
nastříknuty pro identifikaci do kapalinového chromatografu. 
 
 
Obr. 4.2.: LCP (4100 Ecom) a LCD (2084 Ecom) 
4.5.4. Kapalinová chromatografie se spektrofotometrickou detekcí 
Finální analýza při optimalizaci metody byla provedena na kapalinovém chromatografu 
složeném z vysokotlakého gradientového čerpadla LCP 4100 (Ecom), dávkovacího ventilu 
analytického C (Ecom), kolony SupelcosilMT LC-18-DB 250 x 4,6 mm x 5 μm a UV-VIS 
detektoru LCD 2084 (Ecom). Vyhodnocení naměřených dat proběhlo pomocí počítačového 
softwaru CSW verze 1.5. Dávkovaný objem vzorku byl 5 μl. 
Podmínky analýzy: 
• kolony: 
o SGX C18 150 x 3,3 mm I.D., velikost částic 7 μm 
o SupelcosilMT LC-18-DB 250 x 4,6 mm I.D., velikost částic 5 μm 
• izokratická eluce 
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• mobilní fáze směs acetonitril – voda – kyselina octová (35:63:2; v/v/v) 
o průtok první kolonou 0,8 ml/min 
o průtok druhou kolonou 1,2 ml/min 
• laboratorní teplota (22 °C) 
• snímání spektra při vlnové délce 254 nm 
4.5.5. Předúprava vzorků pro GC-MS analýzu 
4.5.5.1. Hydrolýza vzorku 
500 ml MilliQ vody okyselené 1,5 ml koncentrované kyseliny chlorovodíkové na pH 2  a 
s 1 ml standardu kvetcetinu o koncentraci 0,1 mg/ml bylo odpařeno v jedné 250 ml varné 
baňce na vakuové rotační odparce při 60 °C do sucha (125 mbar). 
Do varné baňky s reziduem po vypaření bylo přidáno 20 ml 1,5 M HCl v 50 % methanolu. 
Směs byla hydrolyzována pod zpětným chladičem při 90 °C po 60 minut. Po ochlazení bylo 
k směsi přidáno 10 ml deionizované vody a poté byla směs extrahována. 
4.5.5.2. Extrakce kapalina-kapalina 
Ochlazená směs po hydrolýze byla extrahována třikrát, vždy 15 minut, 5 ml ethylacetátu v 
dělící baňce. Po oddělení fází se získaná organická část vysušila bezvodým síranem sodným a 
přefiltrovala na hladkém filtru o průměru 150 mm do varné baňky. Ve varné baňce byla směs 
odpařena na přibližně 1 ml na vakuové rotační odparce při 40 °C. Reziduum bylo přeneseno 
do 2 ml vialky a vysušeno pod dusíkem. 
 
500 ml vzorku, tj. modelové roztoky standardu kvercetinu a vzorky odpadních vod, bylo 
extrahováno,vždy 15 minut, nejprve 60 ml a poté dvakrát 15 ml ethyl acetátu. Po oddělení 
organické fáze a smíšení frakcí byl extrakt vysušen bezvodým síranem sodným, přefiltrován a 
odpařen na vakuové rotační odparce při 40 °C na objem přibližně 1 ml. Zbytek po odpařování 
se přenesl do 2 ml vialky a byl vypařen do sucha pod dusíkem. 
 
Obr. 4.3.: Schéma předúprav vzorku pro GC-MS 
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4.5.5.3. Derivatizace vzorku 
K vysušenému vzorku po extrakci ve 2 ml vilace se přidá 100 μl N,O-bis-(trimethylsilyl)-
trifluoroacetamidu (BSTFA). Roztok se zahřívá při 70 °C po 60 minut. Po ochlazení se 
provede ruční nástřik 1μl vzorku do plynového chromatografu. 
 
 
 
Obr. 4.5.: Zahřívací zařízení se sušením pod dusíkem Evaterm 
 
 
Obr. 4.6.: GC-MS (Agilent Technologies 6890N/5973N MSD) 
4.5.6. Plynová chromatografie s hmotnostně spektrometrickou detekcí 
Finální analýza 1 μl vzorku flavonoidů je provedena na plynovém chromatografu Agilent 
Technologies 6890N s hmotnostním detektorem Agilent 5973N MSD. Chromatogram a 
hmotnostní spektra vzorků jsou zpracována softwarem Agilent ChemStation G1701DA pro 
GC/MSD. 
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Podmínky plynového chromatografu: 
• děličový/bezděličový nástřik při teplotě injektoru 280 °C 
• nosný plyn He o průtoku 50 ml/min 
• kolona Agilent HP-5MS 30 m x 250 μm x 0,25 μm 
• teplotní režim 
o 2 minuty při 120 °C 
o nárůst 10 °C/min do teploty 300 °C 
Podmínky MS detektoru 
• teplota detektoru 280 °C 
• teplota iontového zdroje 230 °C 
• mód Scan v rozmezí m/z 250 – 800 
• mód SIM pro charakteristické ionty flavonoidů 
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5. VÝSLEDKY A DISKUZE 
5.1. Kapalinová chromatografie se spektrofotometrickou detekcí 
Finální analýzu vzorků připravovaných pro optimalizaci metody stanovení vybrané 
skupiny flavonoidů v odpadních vodách jsem prováděla na kapalinovém chromatografu se 
spektrofotometrickou detekcí. Systém byl složen z vysokotlakého čerpadla LCP 4100 (Ecom) 
a spektrofotometrického detektoru LCD 2084 (Ecom) nastaveného na vlnovou délku 254 nm. 
Vyhodnocení naměřených dat jsem prováděla v počítačovém softwaru CSW verze 1.5. 
V systému jsem používala mobilní fázi složenou z acetonitrilu a vody okyselené kyselinou 
octovou v poměru 35: 63: 2 [32]. Systém byl izokratický s průtokem mobilní fáze 0,8 ml/min. 
Nejprve jsem zvolila kolonu SGX C18 150 x 3,3 mm I.D. s velikostí částic 7 μm. Po 
nastříknutí 5 μl standardu kvercetinu o koncentraci 0,1 mg/ml methanolu do systému jsem 
identifikovala pík v retenčním čase 5,91 minut, kterýsilně chvostoval. 
V dalším pokusu jsem proto zvolila kolonu SupelcosilMT LC-18-DB 250 x 4,6 mm I.D. 
s velikostí částic 5 μm a upravila průtok mobilní fáze na 1,2 ml/min. V tomto systému, po 
nástřiku 5 μl standardu kvercetinu o koncentraci 0,1 mg/ml methanolu, byl identifikován pík 
v retenčním čase 5,57 minut, který nebyl rozmytý. Následná měření jsem proto prováděla 
v tomto systému. 
5.1.1. Kalibrace standardu kvercetinu 
Pro kalibraci kvercetinu jsem si připravila roztoky o koncentracích: 0,1; 0,05; 0,01; 0,005 a 
0,001 mg/ml methanolu z kvercetinu p.a., fy Lachema . 
 
Tabulka 5.1.: Výsledky kalibrace kvercetinu 
c (mg/ml) tR (min) plocha píku (mV.s) 
0,100 5,52 6869,8928 
0,050 5,61 1399,6747 
0,010 5,59 663,2720 
0,005 5,66 336,0624 
0,001 5,69 59,1300 
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 Obr. 5.1.: Graf kalibrace kvercetinu pro LC-UV analýzu 
5.1.2. Vybrané standardy flavonoidů 
Pro tuto práci jsem získala standardy flavonoidů v methanolu z Veterinární a 
farmaceutické univerzity v Brně. Vybrala jsem si osm flavonoidů: kvercetin, luteolin, 
myricetin, kaempferol, hesperetin, naringenin, morin a taxifolin. Z roztoků Veterinární a 
farmaceutické univerzity jsem desítkovým ředěním připravila koncentrace o jeden řád nižší a 
ty poté nastříkla do svého připraveného systému jednotlivě. 
 
Tabulka 5.2.: Standardy flavonoidů pro LC-UV 
 standard tR (min) cst. (mg/ml) 
1. kvercetin 5,52 0,10 
2. luteolin 5,91 0,10 
3. myricetin 4,25 0,12 
4. kaempferol 9,68 0,11 
5. hesperetin 9,40 0,15 
6. naringenin 8,69 0,14 
7. morin 4,99 0,14 
8. taxifolin 3,66 0,07 
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Obr. 5.2.: Chromatogram standardů flavonoidů 
5.1.3. Modelová hydrolýza  
Hydrolýzu vzorku jsem modelově provedla na 1 ml standardu kvercetinu o koncentraci 
0,1 mg/ml. Postupovala jsem při tom podle hydrolyzační procedury z článku [29], kde je 
hydrolyzační směs složena z 1,5 M kyseliny chlorovodíkové v 50 % vodném roztoku 
methanolu. K 1 ml standardu jsem přidala 9 ml hydrolyzační směsi. Hydrolyzační proces byl 
proveden pod zpětným chladičem při teplotě 90 °C po dobu jedné hodiny. Po ochlazení směsi 
ve varné baňce jsem objem směsi upravila přidáním 10 ml methanolu. Po promíchání jsem 
z této směsi odebrala mikrodávkovačem vzorek pro nástřik 5 μl do kapalinového 
chromatografu. 
Plocha píku v retenčním čase 5,51 minut odpovídala koncentraci kvercetinu 0,005 mg/ml 
ve 20 ml roztoku. Celkové množství kvecetinu v roztoku je tedy 0,1 mg/ml. Během hydrolýzy 
tedy nedochází ke změnám kvercetinu. 
Z důvodu manipulace je nutné hydrolýzu konjugátů flavonoidů provádět při malém 
objemu vzorku odpadní vody. 
5.1.4. Zakoncentrování flavonoidu ve vodném vzorku 
Pro potřeby hydrolýzy je zapotřebí snížit objem vzorku tak, aby sním šlo manipulovat. 
Stanovované sloučeniny – flavonoidy jsou netěkavé polární látky, které by měly při 
odpařování na vakuové rotační odparce při nízkých teplotách zůstat v odpařované směsi. 
Proto jsem provedla modelové pokusy odpařování 200 ml MilliQ vody, do které jsem přidala 
1 ml standardu kvercetinu o koncentraci 0,1 mg/ml. 
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U prvního pokusu jsem neupravovala pH vzorku a rovnou jsem ho odpařovala na vakuové 
rotační odparce při 60 °C do sucha. Druhý pokus jsem provedla po úpravě pH na hodnotu 
4,08 a u třetího jsem pH upravila na hodnotu 1,86 pomocí 0,5 M HCl na přístroji pH metr 730 
Inolab.  
 
Tabulka 5.3.: Vliv pH na zkoncentrování vodného roztoku kvercetinu 
pH cQ (mg/ml) 
6,56 0,018 
4,08 0,047 
1,86 0,091 
 
Možným vysvětlením ztrát kvercetinu při odpařování je, že dochází k efektu destilace 
s vodní parou. Kvercetin je strháván vodní parou a nedochází tak k jeho žádanému 
zakoncentrování. 
5.1.5. Extrakce kapalina-kapalina 
Získání flavonoidů z vodného roztoku jsem prováděla extrakcí kapalina-kapalina. Je 
zjištěno, že flavonoidy lze vyextrahovat pomocí ethylacetátu, diethyletheru nebo pomocí 
okyselení směsi při extrakci [23]. 
Modelové pokusy jsem provedla na kvercetinu o koncentraci 0,1 mg/ml, který jsem 
extrahovala nejprve ethylacetátem (EtOAc), diethyletherem (Et2O) a nakonec ethyl acetátem 
z okyseleného vodného roztoku na pH 2. V případě diethyletheru se dělící baňka natlakovala 
a byla s ní špatná manipulace. 
Po extrakcích byly podle postupů organické podíly vysušeny, odpařeny a rezidua 
rozpuštěna v methanolu. Takto připravené vzorky jsem nastříkla do připraveného 
kapalinového chromatografu. 
 
Pro výpočet účinnosti extrakce jsem použila vztah (2.5.) a (2.6.): 
 
12
2
% 100100 mm
mDE +⋅=⋅=  (5.1.) 
kde m1 je množství analytu ve vodné fázi a m2 množství analytu v organické fázi po extrakci; 
m2 + m1 je celkové množství analytu v systému. Můžeme použít i koncentrace ve fázích. 
V tomto případě je m2 rovno vypočtené koncentraci z plochy píku a m2 + m1 je 0,1 mg/ml. 
 
Tabulka 5.4.: Výsledky extrakcí 
 tR (min) plocha píku (mV.s) c (mg/ml) E (%) 
EtOAc 5,47 5053,7068 0,078 75,3 
Et2O 5,51 4628,4916 0,072 69,0 
okys. EtOAc 5,61 5564,2865 0,086 82,9 
 
Z předešlých výsledků jsem si pro další modelové pokusy zvolila extrakci ethylacetátem 
z okyseleného vodného roztoku. Tento postup jsem prověřila na kalibračních roztocích 
kvercetinu o koncentracích 0,1; 0,05 a 0,01 mg/ml. 
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Tabulka 5.5.: Výsledky extrakce ethyl acetátem s okyselením 
c 
(mg/ml) 
plocha 
(mV.s) 
cLLE 
(mg/ml) E (%) 
c 
(mg/ml)
plocha 
(mV.s) 
cLLE 
(mg/ml) E (%) 
0,10 3295,2144 0,0511 49,1 0,10 3590,2441 0,0556 53,5 
0,05 1755,7119 0,0272 52,3 0,05 2181,0222 0,0338 65,0 
0,01 249,2888 0,0039 37,1 0,01 98,7598 0,0015 14,7 
 
Z důvodu velkých výkyvů účinnosti extrakce jsem hledala chybu této preanalytické úpravy 
tak, že jsem postup zopakovala postupně pro 1, 2 a 3 ml standardu kvercetinu o koncentraci 
0,1 mg/ml. 
 
Tabulka 5.6.: Hledání preanalytické chyby v extrakci s okyselením 
Vst. (ml) plocha (mV.s) cLLE (mg/ml) E (%) 
1 0,6261 0,0000 0,0 
2 10118,3579 0,1568 75,4 
3 19159,7373 0,2969 95,2 
 
V případě prvního pokusu došlo během vypařování na vakuové rotační odparce 
k zrůžovění dříve bezbarvého roztoku. 
 
Pro další pokusy jsem zvolila extrakci ethylacetátem bez okyselení. Tuto extrakci jsem 
provedla na modelových roztocích připravených přidáním 1, 2 a 3 ml standardu kvercetinu o 
koncentraci 0,1 mg/ml do 200 ml MilliQ vody. 
 
Tabulka 5.7.: Hledání preanalytické chyby v extrakci bez okyselení 
Vst. (ml) plocha (mV.s) cLLE (mg/ml) E (%) 
1 4547,628 0,0705 67,8 
2 10514,3579 0,1629 78,3 
3 15237,8373 0,2361 75,7 
 
Extrakci ethylacetátem bez okyselení jsem provedla na modelových pokusech s 
pěti kalibračními roztoky kvercetinu. 
 
Tabulka 5.8.: Účinnost extrakce při snižující se koncentraci kvercetinu 
c (mg/ml) plocha (mV.s) cLLE (mg/ml) E (%) 
0,100 4475,7311 0,0694 66,7 
0,050 2067,9244 0,0320 61,6 
0,010 427,0377 0,0066 63,6 
0,005 209,7731 0,0033 62,5 
0,001 41,3370 0,0006 61,6 
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V případech dalších extrakcí flavonoidů z vodných vzorků jsem volila extrakci ethyl 
acetátem bez okyselení vodného vzorku, především kvůli snadnější manipulaci se směsí a 
stabilním výsledkům účinnosti extrakce E. 
5.1.6. Stanovení flavonoidů ve vzorcích odpadních vod a extraktů 
V případě vzorků odpadních vod jsem identifikovala vybranou skupinu osmi flavonoidů ve 
vzorku přítoků ze 7. 5. 2008 na ČOV Brno – Modřice a ČOV Veterinární a farmaceutické 
fakulty. Z důvodu malého množství standardů jsem prováděla pouze identifikaci flavonoidů 
ve vzorcích. U 500 ml obou odpadních vod jsem provedla extrakci ethylacetátem stejnou jako 
v případech modelových pokusů. Po odpaření a přidání 1 ml methanolu jsem vzorky nastříkla 
na kapalinový chromatograf. 
 
Tabulka 5.9.: Výsledky měření vzorků odpadních vod 
tR (min) tR (min) 
3,67 3,63 
4,01 4,06 
4,80 5,13 
5,13 5,72 
5,75 8,83 
8,95 
vz
. Č
O
V
-p
řít
ok
 
27,57 
11,94   
vz
. V
FU
-p
řít
ok
 
28,25   
 
Z naměřených retenčních časů lze s jistotou identifikovat v obou vzorcích pouze taxifolin, 
jehož standard má retenční čas 3,66 minut. 
 
Obr. 5.3.: Chromatogram vzorku přítoku odpadní vody na ČOV Brno – Modřice 
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Obr. 5.4.: Chromatogram vzorku přítoku odpadní vody na ČOV VFU 
 
Na chromatogramu lze vidět, že intenzity píků jsou velmi nízké. U vzorků byla provedena 
pouze extrakce aglykonů flavonoidů, nikoliv hydrolýza konjugátů flavonoidů. Postup 
preanalytické úpravy s odpařováním a hydrolýzou je časově dosti náročný, proto jsem jej 
v případě finální analýzy LC-UV neprováděla. 
 
Ve zvoleném systému LC-UV jsem dále provedla kvalitativní analýzu extraktů koření a 
tablet Ginko biloba označených jako vzorky 859 až 861 a 789 až 798. Výsledky identifikace 
podle standardů flavonoidů jsou sepsány v tabulce.  
 
Tabulka 5.10.: Identifikace standardů v extraktech 
 Extrakty 
standard 859 860 861 789 790 791 792 793 794 795 796 797 798 
kvercetin 5,53 – – – – – – – – – 5,49 – 5,58
luteolin – – – – – – – – – – – – – 
myricetin – – – – 4,36 – – 4,29 – – 4,28 – 4,30
kaempferol – – – – – – – 9,63 – – 9,67 – 9,68
hesperetin – – – – – – – – – – – – – 
naringenin – – – – – – – – – – – – – 
morin – – – – – 5,10 – – – – 5,07 – – 
taxifolin – – – 3,63 – – – – – – – – – 
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Obr. 5.5.: Chromatogram extraktu z tablet Ginko biloba fy Revital 
 
Na chromatogramu je patrné, že nedochází ve zvoleném systému k dobré separaci složek 
obsažených v extraktu. Tato skutečnost omezuje i schopnost identifikovat zvolenou skupinu 
standardů flavonoidů ve vzorcích extraktů. V těchto případech by bylo zapotřebí zvolit 
gradientovou eluci pro lepší rozseparování složek směsi. 
5.2. Plynová chromatografie s hmotnostně spektrometrickou detekcí 
Finální analýzu flavonidů a jejich metabolitů v odpadních vodách po derivatizaci jsem 
prováděla na plynovém chromatografu Agilent Technologies 6890N GC s hmotnostně 
spektrometrickým detektorem Agilent 5973N MSD. Pro vyhodnocení výsledků jsem použila 
počítačový software HP ChemStation G1701DA. 
Analýza byla provede na koloně Agilent HP-5MS 30 m x 250 μm x 0,25 μm a jako nosný 
plyn bylo použito helium. Teplotní program kolony byl nastaven podle článků [27][43]. 
Nejprve byla kolona vyhřívána 2 minuty na 120 °C a poté rychlostí 10 °C za minutu až na 
300 °C. Celková doba analýzy byla 30 minut. Ruční nástřik 1 μl vzorku jsem prováděla při 
teplotě injektoru 280 °C nejprve bezděličově a poté s děličem toku nastaveným na poměr 
50 : 1. Změnu na nástřik na děličový jsem provedla, protože naměřený chromatogram 
samotného derivatizovaného standardu kvercetinu obsahoval velké množství píků při 
bezděličovém nástřiku. 
Hmotnostně spektrometrický detektor byl v případě prvních měření standardů nastaven na 
mód Scan v rozmezí hodnot m/z 250 – 800. Pro reálné vzorky byl u každého z osmi standardů 
vybrán jeden charakteristický ion do módu SIM. 
5.2.1. Standardy flavonoidů 
100 μl standardu flavonoidu v metanolu jsem přenesla do 2 ml vialky a vysušila pod 
dusíkem při 40 °C. Do takto připravené vialky jsem přidala 100 μl derivatizačního činidla 
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BSTFA a derivatizovala jednu hodinu při 70 °C. [43] Takto připravených osm roztoků 
standardů jsem analyzovala na plynovém chromatografu s děličovým nástřikem v módu Scan 
MS detektoru. Knihovny spekter počítačového softwaru HP ChemStation G1701DA 
neobsahují MS spektra trimethylsilylderivátů flavonoidů, proto jsem hledala u píků standardů 
charakteristické ionty. Retenční časy a charakteristické ionty standardů jsou uvedena 
v tabulce 5.11.. 
 
Tabulka 5.11.: Charakteristické fragmentové ionty flavonoidů v GC-MS analýze 
standard MW (g/mol) standardu tR (min) 
MW (g/mol) TMS 
derivátu charakteristický ion (m/z)
[M-(TMS a CH3)]+ = 575 
kvercetin 302,25 23,20 663,25 
[M-(CH3)]+ = 647 
[M-(TMS)]+ = 502 
luteolin 286,25 24,40 575,05 
[M-(TMS a 2CH3)]+ = 471 
myricetin 318,25 24,10 751,45 [M-(CH3)]+ = 735 
[M-(TMS a CH3)]+ = 487 
kaempferol 286,25 22,30 575,05 
[M-(CH3)]+ = 559 
209 
hesperetin 302,30 20,90 518,90 
[M-(TMS)]+ = 446 
179 
naringenin 272,27 20,20 488,87 
[M-(TMS)]+ = 416 
morin 302,25 21,20 663,25 [M-(TMS a CH3)]+ = 575 
368 
taxifolin 304,27 21,50 665,27 
[M-(TMS)]+ = 592 
M – molekula TMS derivátu flavonoidu; fragmenty: CH3 (m/z 15), TMS (m/z 73) 
 
Charakteristické ionty vypsané na prvních místech mají v chromatogramech větší plochu 
píků. Z tohoto důvodu, nižších mezí detekce, jsem tyto ionty zvolila pro další meření v módu 
SIM. Charakteristické ionty hesperetinu m/z 209 a naringeninu m/z 179 jsem v módu SIM 
nevyužila, protože vykazují nízkou selektivitu. 
 
O
O(H3C)3SiO
(H3C)3SiO
OSi(CH3)3
m/z = 488   
OSi(CH3)3
O
CH3
m/z = 179
+
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Obr. 5.6.: TMS deriváty a charakteristické ionty naringeninu, hesperetinu a taxifolinu 
5.2.2. Kalibrace standardů flavonoidů 
Pro kalibrace jsem připravila desítkovým ředěním z osmi roztoků standardů flavonoidů 
v methanolu o koncentraci 1 mg/ml roztoky o jeden řád nižší. Z roztoků o koncentraci 
0,1 mg/ml jsem dále připravila koncentrační řadu: 0,05; 0,025; 0,01 a 0,005 mg/ml standardu 
v metanolu. 
Z připravených roztoků standardů v jednotlivých koncentračních úrovních (tj. 1; 0,1; 0,05; 
0,025; 0,01 a 0,005 mg/ml) jsem odebrala 100 μl. Připravila jsem si tak šest směsí osmi 
standardů flavonoidů ve 2 ml vialkách, které jsem odpařila pod dusíkem při 40 °C do sucha. 
K odpařeným směsím jsem přidala 100 μl BSTFA, derivatizovala jednu hodinu při 70 °C a 
analyzovala v systému GC/MSD. 
Získané hodnoty ploch píků odpovídajících standardům jsem dala do závislosti na 
koncentracích těchto standardů. Kalibrační závislosti standardů jsem proložila od nuly 
lineární regresí. Vyhodnocené směrnice lineárních regresí a hodnoty koeficientu determinace 
r2 jsou sepsány v následující tabulce 5.12.. 
 
Tabulka 5.12.: Kalibrace standardů flavonoidů 
standard směrnice r2
kvercetin 2243002,3 0,9943 
luteolin 3358162,6 0,9885 
myricetin 691581,0 0,9847 
kaempferol 5342239,3 0,9960 
hesperetin 260824,3 0,9809 
naringenin 301600,5 0,9855 
morin 889406,6 0,9984 
taxifolin 3705546,3 0,9931 
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V případě myricetinu jsem do kalibrace zahrnula výsledky ploch píků z prvních tří 
koncentračních úrovní. Plochy píků standardu kvercetinu, luteolinu jsem použila první čtyři, u 
kaempferolu prvních pět koncentračních úrovní do kalibrace. Pro nižší koncentrace nešlo píky 
standardu spolehlivě odlišit od šumu. Kalibrace standardů hesperetinu, naringeninu, morinu a 
taxifolinu zahrnují všech šest koncentračních úrovní. 
 
Molekuly TMS derivátu myricetinu mají vysokou molekulovou hmotnost. Pravděpodobně 
nedochází k úplnému zplynění těchto molekul v plynovém chromatografu. 
5.2.3. Mez stanovitelnosti a mez detekce flavonoidů 
Pro jednotlivé flavonoidy v reálných vzorcích odpadních vod jsem dále vypočetla hodnoty 
meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ) použité metody. 
 
Pro výpočet meze detekce jsem použila vztah: 
 
a
HLOD s⋅= 3  (5.2.) 
 
Použitý vztah pro mez stanovitelnosti je: 
 
a
HLOQ s⋅= 10  (5.3.) 
kde Hs je velikost šumu základní linie a a je směrnice kalibrační křivky standardu. 
 
Příklad výpočtu pro kvercetin: 
 g/l00000669,0
l5,0
ml1,0mg/ml
3,2243002
253
=
⋅⎟⎠
⎞⎜⎝
⎛ ⋅
=LOD  (5.4.) 
 ng/l69,6=LOD  (5.5.) 
Nastřikované kalibrační roztoky směsí mají objem 0,1 ml. Reálného vzorku odpadní vody 
beru pro analýzu flavonoidů 0,5 l. 
 
Tabulka 5.13.: Meze detekce a meze stanovitelnosti 
standard Hs (abundance) směrnice LOD (ng/l) LOQ (ng/l) 
kvercetin 25 2243002,3 6,69 22,29 
luteolin 10 3358162,6 1,79 5,96 
myricetin 7,5 691581,0 6,51 21,69 
kaempferol 9 5342239,3 1,01 3,37 
hesperetin 60 260824,3 138,02 460,08 
naringenin 25 301600,5 49,73 165,78 
morin 19 889406,6 12,82 42,73 
taxifolin 28 3705546,3 4,53 15,11 
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5.2.4. Účinnost preanalytické úpravy vzorku 
Výtěžnost jsem určovala pouze pro kvercetin, u něhož jsem měla dostatek standardu. 
Proces hydrolýzy neovlivňuje množství volného kvercetinu, a proto jsem tři modelové pokusy 
výtěžnosti prováděla bez ní. 
Nejprve jsem provedla extrakci kapalina-kapalina půl litru vzorku s 1 ml standardu 
kvercetinu o koncentraci 0,1 mg/ml (tj. koncentrace kvercetinu 0,2 mg/l) třikrát ethyl 
acetátem. Následovalo vysušení frakcí vyžíhaným síranem sodným, filtrace frakcí a vypření 
ethyl acetátu pod dusíkem v 2 ml vialce. Pro finální analýzu na GC-MS v módu SIM jsem 
provedla derivatizaci rezidua ve vialce 100 μl BSTFA při 70 °C po dobu jedné hodiny. 
 
Příklad výpočtu koncentrace: 
mg/l0821,0
l5,0
ml1,0mg/ml
3,2243002
8,920746
=
⋅⎟⎠
⎞⎜⎝
⎛
=c  
Nastřikované kalibrační roztoky směsí mají objem 0,1 ml. Modelový pokus, stejně jako 
vzorek odpadní vody má objem 0,5 l. 
 
Pro výpočet účinnosti metody jsem použila vztah (5.1.): 
12
2
% 100100 mm
mDE +⋅=⋅=  
kde m1 je množství analytu ve vodné fázi a m2 množství analytu v organické fázi po extrakci; 
m2 + m1 je celkové množství analytu v systému. Můžeme použít i koncentrace ve fázích. 
V tomto případě je m2 rovno vypočtené koncentraci a m2 + m1 je 0,2 mg/l. 
 
Tabulka 5.14.: Účinnost preanalytické úpravy vzorku 
 plocha píku c (mg/l) E (%) 
1. 920746,8 0,082 41,050 
2. 869779,6 0,078 38,777 
3. 738421,2 0,066 32,921 
 
Relativní směrodatná odchylka měření se vypočítá ze vztahu: 
 %100⋅=
x
SSr  (5.6.) 
kde S je směrodatná odchylka a x  je průměr naměřených hodnot. 
 
Vztah pro výpočet směrodatné odchylky měření je: 
 ∑
=
−=
n
i
i xxn
S
1
2)(1  (5.7.) 
kde n je počet měření a xi naměřené hodnoty. 
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Výpočet relativní směrodatné odchylky účinnosti preanalytické úpravy vzorku při GC-MS 
analýze: 
 100
3/)921,32777,38050,41(
))583,37921,32()583,37777,38()583,37050,41((
3
1 222
⋅++
−+−+−
=rS  
 %1,9100
583,37
424,3 =⋅=rS  
Účinnost preanalytické úpravy vzorku pro analýzu kvercetinu má relativní směrodatnou 
odchylku 9,1 %. 
5.2.5. Analýza vzorků odpadních vod 
5.2.5.1. Analýza nehydrolyzovaných vzorků 
Půl litru odpadní vody jsem zfiltrovala přes hladký filtr o průměru 150 mm a třikrát 
extrahovala ethylacetátem v dělící baňce. Po vysušení vyžíhaným síranem sodným, zfiltrování 
a odpaření ethylacetátu jsem provedla derivatizaci rezidua 100 μl BSTFA. 
1 μl získaného vzorku jsem nastříkla do plynového chromatografu a analyzovala 
v připraveném SIM módu s charakteristickými ionty flavonoidů: kvercetin m/z 575, luteolin 
m/z 502, myricetin m/z 735, kaempferol m/z 487, hesperetin m/z 446, naringenin m/z 416, 
morin m/z 575 a taxifolin m/z 368. 
Vyhodnocení jsem poté provedla srovnáním známých retenčních časů standardů 
s charakteristickými ionty. Z ploch píků vypočtených počítačovým softwarem jsem zjistila 
koncentrace aglykonů sledovaných flavonoidů. Metabolity flavonoidů, glukuronidové a 
sulfátové konjugáty, nelze touto cestou stanovit. 
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Obr. 5.7.: Graf koncentrací stanovovaných flavonoidů v odpadních vodách ČOV VFU 12. 5.  
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Tabulka 5.15.: Výsledky analýzy nehydrolyzovaných reálných vzorků přítoků na ČOV VFU 
ráno 12.5.2008 13.5.2008 14.5.2008 15.5.2008 
standard / den c (μg/l) 
kvercetin < LOD < LOD 0,046 < LOD 
luteolin < LOD 0,017 0,010 < LOD 
myricetin < LOD < LOD < LOD < LOD 
kaempferol < LOD 0,039 < LOD 0,070 
hesperetin < LOQ < LOD < LOQ < LOD 
naringenin < LOD 3,620 0,202 < LOD 
morin < LOD 0,169 0,150 < LOD 
taxifolin < LOD < LOD < LOD < LOD 
odpoledne 12.5.2008 13.5.2008 14.5.2008 15.5.2008 
standard / den c (μg/l) 
kvercetin < LOD < LOD < LOD < LOD 
luteolin < LOD 0,021 < LOD < LOD 
myricetin < LOD < LOD < LOD < LOD 
kaempferol 0,056 0,058 0,063 0,056 
hesperetin 1,981 0,588 < LOD < LOD 
naringenin 2,473 < LOD 1,129 2,050 
morin 0,117 < LOD < LOD < LOD 
taxifolin < LOD < LOD < LOD < LOD 
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Obr. 5.8.: Graf koncentrací stanovovaných flavonoidů v odpadních vodách ČOV VFU 13. 5. 
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Obr. 5.9.: Graf koncentrací stanovovaných flavonoidů v odpadních vodách ČOV VFU 14. 5. 
 
Tabulka 5.16.: Výsledky analýzy nehydrolyzovaných reálných vzorků odtoků z ČOV VFU 
ráno 12.5.2008 13.5.2008 14.5.2008 15.5.2008 
standard / den c (μg/l) 
kvercetin 0,743 0,205 < LOD < LOD 
luteolin 0,216 < LOD < LOD < LOD 
myricetin < LOD < LOD < LOD < LOD 
kaempferol < LOD 0,020 < LOD < LOD 
hesperetin 1,780 2,708 < LOD < LOD 
naringenin < LOD 2,122 0,592 < LOD 
morin 0,757 0,111 < LOD < LOD 
taxifolin < LOD < LOD < LOD < LOD 
odpoledne 12.5.2008 13.5.2008 14.5.2008 15.5.2008 
standard / den c (μg/l) 
kvercetin < LOD 0,684 < LOD < LOD 
luteolin 0,025 < LOD < LOD < LOD 
myricetin < LOD < LOD < LOD < LOD 
kaempferol < LOD < LOD < LOD 0,032 
hesperetin < LOD < LOD < LOD < LOD 
naringenin < LOD < LOD < LOD 1,144 
morin < LOD 1,341 < LOD 0,196 
taxifolin < LOD < LOD < LOD < LOD 
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Obr. 5.10.: Graf koncentrací stanovovaných flavonoidů v odpadních vodách ČOV VFU 15. 5. 
 
Tabulka 5.17.: Výsledky analýzy nehydrolyzovaných reálných vzorků z ČOV Brno – Modřice 
odtok 12.5.2008 13.5.2008 15.5.2008 16.5.2008  
standard / den c (μg/l)  
kvercetin < LOD < LOD < LOD < LOD  
luteolin < LOD < LOD < LOD < LOD  
myricetin < LOD < LOD < LOD < LOD  
kaempferol < LOD < LOD < LOD < LOD  
hesperetin < LOD < LOD < LOD < LOD  
naringenin < LOD < LOD < LOD < LOD  
morin < LOD < LOD < LOD < LOD  
taxifolin < LOD < LOD < LOD < LOD  
přítok 7.5.2008 12.5.2008 13.5.2008 15.5.2008 16.5.2008 
standard / den c (μg/l) 
kvercetin 0,060 < LOD < LOD < LOD < LOD 
luteolin 0,055 < LOD 0,043 0,082 0,021 
myricetin < LOQ < LOD < LOD < LOD < LOD 
kaempferol 0,113 < LOD 0,027 0,058 0,031 
hesperetin 1,190 0,543 < LOD 3,636 < LOD 
naringenin 1,450 < LOD 0,231 < LOD < LOD 
morin 0,566 0,050 < LOD 0,188 < LOD 
taxifolin 0,099 < LOD < LOD < LOD < LOD 
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Obr. 5.11.: Graf koncentrací stanovovaných flavonoidů v odpadních vodách ČOV Brno 
 
V odpadních vodách na odtoku z Čistírny odpadních vod Brno v Modřicích jsem 
nedetekovala žádný ze zvolených osmi flavonoidů. 
5.2.5.2. Analýza hydrolyzovaných vzorků 
Pro stanovení celkového množství flavonoidů, tj. aglykonů i glukuronidových a 
sulfátových konjugátů flavonoidů jako metabolitů, je zapotřebí provést hydrolýzu vzorku. 
Postup hydrolýzy vyžaduje malý objem vzorku. Velké objemy odpadních vod je proto 
zapotřebí snížit a přitom nemít ztráty analytů. Pro snížení objemu vzorku jsem zvolila 
odpařování vody jejíž optimalizaci jsem prováděla pomocí finální analýzy na kapalinovém 
chromatografu se spektrofotometrickou detekcí. 
Jako výhodné pro zakoncentrování flavonoidů pomocí odpařování na vakuové rotační 
odparce při 60 °C se ukázalo okyselení roztoku na pH 2. K zakoncentrovanému vzorku po 
odpařování jsem poté přidala hydrolyzační směs, 1,5 M HCl v 50 % methanolu, a pod 
zpětným chladičem jsem směs nechala refluxovat při 90 °C jednu hodinu. 
Po ochlazení jsem hydrolyzovanou směs extrahovala třikrát ethyl acetátem a získané 
organické frakce jsem vysušila vyžíhaným síranem sodným, zfiltrovala a odpařila. Reziduum 
v 2 ml vialce jsem derivatizovala 100 μl BSTFA jednu hodinu při 70 °C a poté nastříkla do 
plynového chromatografu. 
Naměřené plochy píků odpovídající charakteristickým iontům a retenčním časů standardů 
jsem použila pro výpočet koncentrací analytů v odpadních vodách. Výsledky jsou uvedeny 
v tabulkách 5.18. a 5.19.. Pro srovnání jsou uvedeny i koncentrace flavonoidů naměřené ve 
stejné odpadní vodě bez hydrolýzy. 
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Proces stanovení flavonoidů v odpadních vodách obsahující hydrolýzu vzorku je díky 
odpařování velkého objemu časově náročný. Tento postup jsem proto provedla jen v případě 
tří reálných vzorků. Na výsledcích lze vidět, že větší část flavonoidů je v odpadních vodách 
ve formě konjugátů. 
 
Tabulka 5.18.: Hydrolyzované a nehydrolyzované vzorky odpoledních přítoků do ČOV VFU 
c (μg/l) 12.5.2008 14.5.2008 
standard s hydrolýzou bez hydrolýzy s hydrolýzou bez hydrolýzy 
kvercetin 10,235 < LOD 3,449 < LOD 
luteolin 0,094 < LOD < LOD < LOD 
myricetin 0,046 < LOD < LOD < LOD 
kaempferol 1,662 0,056 1,402 0,063 
hesperetin 17,023 1,981 7,709 < LOD 
naringenin 15,997 2,473 15,117 1,129 
morin 0,368 0,117 1,082 < LOD 
taxifolin 0,525 < LOD 0,865 < LOD 
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Obr. 5.12.: Porovnání stanovených koncentrací flavonoidů ve vzorku odpoledního odtoku 
odpadní vody z ČOV VFU 12. 5. 
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Obr. 5.13.: Porovnání stanovených koncentrací flavonoidů ve vzorku odpoledního odtoku 
odpadní vody z ČOV VFU 14. 5. 
 
Tabulka 5.19.: Hydrolyzovaný a nehydrolyzovaný vzorku přítoku do ČOV Brno - Modřice 
c (μg/l) 7.5.2008 
standard s hydrolýzou bez hydrolýzy 
kvercetin 0,294 0,060 
luteolin 0,160 0,055 
myricetin 0,029 < LOQ 
kaempferol 0,592 0,113 
hesperetin 2,152 1,190 
naringenin 2,452 1,450 
morin 0,703 0,566 
taxifolin 0,168 0,099 
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Obr. 5.14.: Porovnání stanovených koncentrací flavonoidů bez a s hydrolýzou vzorku 
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6. ZÁVĚR 
V této práci jsem se zabývala analýzou flavonoidů a jejich metabolitů v odpadních vodách. 
Analýza flavonoidů, jejich glykosidů i jejich glukuronidových a sulfátových konjugátů se 
stala významnou především u léčivých rostlin, potravin a v souvislosti se svou biologickou 
aktivitou v moči a krvi savců. Získané zkušenosti v těchto oblastech jsem zpracovala a sepsala 
v praktické části této práce. Z těchto zkušeností jsem dále čerpala do části praktické. 
Finální analýzu při optimalizaci stanovení jsem prováděla na kapalinovém chromatografu 
se spektrofotometrickým detektorem nastaveným na vlnovou délku 254 nm. Tento systém 
jsem si zkalibrovala pro modelové pokusy na standardu kvercetinu. Flavonoidy, polární 
netěkavé látky, jsem se ze složité směsi – odpadní vody snažila získat pomocí extrakce 
kapalina-kapalina. Pro tuto extrakci literární zdroje navrhovaly dvě možnosti organické fáze - 
ethylacetát a diethylether. Další možností pak bylo okyselení vzorku na pH 2 a extrakce 
ethylacetátem. 
Všechny tyto tři varianty jsem modelově vyzkoušela na standardu kvercetinu v MilliQ 
vodě. Nejvyšší účinnost měla extrakce okyseleného vzorku ethylacetátem. Tuto extrakci jsem 
dále uplatnila na snižujících se koncentracích kvercetinu v modelové vodě, a to vždy na dvou 
stejných modelových roztocích. Vypočtené hodnoty účinnosti extrakce okyseleného roztoku 
ethylacetátem jsou při stejné koncentraci kvercetinu rozdílné. Po tomto výsledku jsem hledala 
chybu v této preanalytické úpravě tak, že jsem si připravila modelové roztoky s přídavky 
jednoho, dvou a tří mililitrů nejkoncentrovanějšího standardu kvercetinu. V případě pokusů 
s 2 a 3 ml standardu kvercetinu jsou výsledky extrakce odpovídající, ale v případě 1 ml 
standardu došlo dokonce ke ztrátě veškerého kvercetinu. Po těchto měřeních jsem se rozhodla 
provádět extrakci pomocí ethylacetátu bez okyselení, jejíž výsledky účinnosti se pohybují 
kolem 63 %. 
V odpadních vodách se flavonoidy ve větší míře vyskytují ve formě glukuronidových a 
sulfátových konjugátů. Pokud chceme stanovovat celkové množství flavonoidu je tedy 
zapotřebí provést hydrolýzu vzorku. Veškeré nalezené postupy hydrolýzy konjugátů a 
glykosidů flavonoidů pracují s malým objemem vzorku. Z tohoto důvodu je pro aplikaci 
hydrolýzy zapotřebí snížit objem vzorku. Vzhledem k tomu, že stanovované sloučeniny jsou 
polární a netěkavé jsem zvolila zahuštění vzorku odpařením na rotační vakuové odparce. Po 
odpaření prvního modelového pokusu se standardem kvercetinu byla vypočtená koncentrace 
kvercetinu o jeden řád nižší než původní. Možným vysvětlením je efekt destilace s vodní 
parou. Dále jsem tedy vyzkoušela vliv pH na tuto úpravu. Nejprve jsem pH modelového 
pokusu upravila na hodnotu 4 a poté na hodnotu 2. K minimálním ztrátám kvercetinu dochází 
až v případě snížení pH na hodnotu 2. 
Pro ověření, že nedochází při hydrolýze k rozkladu volného flavonoidu, jsem provedla 
modelovou hydrolýzu 1 ml standardu kvercetinu. Po finální analýze na LC-UV jsem zjistila, 
že opravdu nedochází ke snižování koncentrace kvercetinu v důsledku hydrolýza. 
V dalším kroku jsem nastříkla do systému LC-UV roztoky standardů flavonoidů získaných 
z Veterinární a farmaceutické univerzity: kvercetin, luteolin, myricetin, kaempferol, 
hesperetin, naringenin, morin a taxifolin. Získala jsem tak retenční časy těchto standardů pro 
jejich identifikaci ve vzorcích extraktů koření, tablet Ginko biloba a dvou vzorcích odpadních 
vod. 
Vzorky extraktů jsem analyzovala na připraveném kapalinovém chromatografu se 
spektrofotometrickou detekcí. V případě prvních dvou a dvanáctého vzorku, tj. tablet Ginko 
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biloba Natura, sladké papriky Vitana a řapíkaté natě pro přípravu čaje Megafyt, software 
počítače vyhodnotil pouze pík rozpouštědla. Vzorky extraktů černého pepře Vitana, tablet 
Ginko biloba Pankreas Megafyt a suroviny pro bylinný čaj na redukci hmotnosti Kneip 
nebyly v systému řádně rozseparovány. V jejich případě by byla možnou cestou volba 
gradientové eluce. Ve vzorku rozmarýnu Vitana lze identifikovat jen kvercetin. Taxifolin 
jsem nalezla jen u kardamomu Knorr. Kmín mletý Vitana obsahuje myricetin a zázvor mletý 
Vitana myricetin a morin. Myricetin a kaempferol jsem identifikovala v tabletách Ginko 
biloba Revital. Myricetin, morin, kvercetin i kaempferol obsahují tablety Ginko biloba od 
firmy Revital i Profitness. Z těchto výsledků lze usuzovat, že kromě konzumace fytofarmak se 
flavonoidy do odpadních vod dostávají i díky využívání koření nebo čajů. 
Ve vzorcích přítoků odpadních vod do ČOV Brno – Modřice a do ČOV VFU jsem byla 
schopna identifikovat pouze taxifolin. 
 
Jako hlavní finální metodu analýzy flavonoidů a jejich metabolitů v odpadních vodách 
jsem si zvolila plynovou chromatografii s hmotnostně spektrometrickou detekcí. Pro tuto 
metodu je zapotřebí derivatizace flavonoidů. Derivatizaci vzorků a standardů provádím 
pomocí N,O-bis-(trimethylsilyl)-trifluoroacetamidu (BSTFA). Výslednými produkty 
derivatizace jsou trymethylsilyl deriváty flavonoidů, popřípadě i dalších složek vzorku 
obsahujících ve své molekule −OH, −COOH, =NH, −NH2 nebo −SH skupiny. Vlhkost vzorku  
při nedokonalém vysušení vyžíhaným síranem sodným snižuje účinnost derivatizace. 
V systému GC-MS jsem si nejprve stanovila jednotlivé standardy v módu Scan od 250 do 
800 m/z. Z těchto analýz jsem po vyhodnocení zjistila charakteristické ionty a retenční časy 
pro jednotlivé standardy. U každého standardu jsem si zvolila jeden charakteristický ion pro 
měření v módu SIM: kvercetin 575 m/z, luteolin 502 m/z, myricetin 735 m/z, kaempferol 
487 m/z, hesperetin 446 m/z, naringenin 416 m/z, morin 575 m/z (v jiném retenčním čase než 
kvercetin) a taxifolin 368 m/z. Hmotnostní spektra standardů bez pozadí v módu Scan jsou 
vypsána v přílohách 8. až 15. 
V takto připravené metodě jsem dále provedla kalibrace pomocí směsí flavonoidů. 
V případě myricetinu jsem kalibraci musela provést pouze pro tři nejvyšší koncentrace. 
Derivát myricetinu má velkou molekulu (735 m/z) a proto je u něj zplynění obtížné. U všech 
kalibrací jsem vyhodnotila lineární regresi. Směrnici lineární regrese jsem využívala při 
výpočtech koncentrací flavonoidů v reálných vzorcích. Ze směrnice lineární regrese a 
velikosti šumu v blízkosti píku jsem vypočetla mez detekce a mez stanovitelnosti metody pro 
jednotlivé flavonoidy. Mez detekce i mez stanovitelnosti se pohybují v ng/l. 
Z časových důvodů jsem u většiny reálných vzorků provedla preanalytickou úpravu jen 
extrakcí kapalina-kapalina. Proto jsem pro tento postup provedla tři modelové pokusy se 
standardem kvercetinu. Po extrakci a derivatizaci vzorku jsem vypočetla účinnost tohoto 
procesu na 37,6 %. Relativní směrodatnou odchylku jsem spočetla na 9,1 %. 
Posledním krokem v této práci bylo stanovení flavonoidů v reálných odpadních vodách. 
Stanovení jsem prováděla u vzorků z přítoku a odtoku ČOV VFU v dnech 12. 5., 13. 5., 14. 5. 
a 15. 5. vždy ráno a odpoledne. Odběry na ČOV Brno – Modřice byly provedeny ve dnech 
7. 5., 12. 5., 13. 5., 15. 5. a 16. 5. na přítoku a odtoku. Vzorky byly odebrány pracovníky 
těchto zařízení do skleněných lahví. 
Po vyhodnocení ploch píků, odpovídajících retenčním časem a charakteristickým iontem 
standardu, v softwaru počítače jsem vypočetla jednotlivé koncentrace flavonoidů. Vypočtené 
koncentrace odpovídají koncentracím volných flavonoidů, které nebyly využity jako 
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antioxidanty v metabolismu. Většina vypočtených koncentrací je pod mezí detekce. Výsledky 
jsem sepsala v tabulkách 5.15. až 5.17.. Pro přehlednost jsem sestrojila sloupcové grafy 
flavonoidů v jednotlivých vzorcích. Nejvyšších nalezených koncentrací dosahují naringenin a 
hesperetin. Naopak ve vzorcích nebyly nalezeny myricetin a taxifolin. U ostatních 
sledovaných flavonoidů je výskyt ve vzorcích proměnlivý. Celkově se dá říci, že dochází ke 
snižování koncentrace flavonoidů po průchodu odpadní vody čistírnou. 
Naměřené hodnoty koncentrací flavonoidů ve vzorcích bez hydrolýzy jsou velmi malé, 
setiny až jednotky μg/l. Pro srovnání jsem provedla u tří vzorků přítoků hydrolýzu., a to 
odpadních vod  z 12. 5., 14. 5.  z ČOV VFU a 7. 5. z ČOV Brno – Modřice. 
Hydrolýzu vzorku jsem prováděla tak, že jsem odpařila okyselený (pH 2) vzorek na 
vakuové rotační odparce a přidala k němu hydrolyzační směs 1,5 M HCl v 50 % methanolu. 
Směs jsem refluxovala a po ochlazení extrahovala třikrát ethyl acetátem. Po vysušení a 
zderivatizování jsem vzorky nastříkla do plynového chromatografu a analyzovala. Výsledky 
vyhodnocení podle retečních časů a charakteristických iontů jsem sepsala do tabulek 18. a 
19.. Pro názornější porovnání hydrolyzovaných vzorků s nehydrolyzovanými jsem sestrojila 
sloupcové grafy. Na grafech můžeme vidět, že u některých sledovaných flavonoidů došlo ke 
zvýšení koncentrace více jak desetinásobně, např. kvercetin, kaempferol, hesperetin, 
naringenin. Jiné sledované flavonoidy byly i po hydrolýze pod mezí detekce, např. luteolin, 
myricetin. Z výsledků lze vyvodit, že pro přesnější stanovení flavonoidů a jejich metabolitů 
v odpadních vodách je zapotřebí provést hydrolýzu vzorku. 
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8. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
BSTFA N,O-bis-(trimethylsilyl)-trifluoroacetamid 
CI Chemická ionizace 
ČOV Čistírna odpadních vod 
DAD Spektrofotometrický detektor s diodovým polem 
ECD Detektor elektronového záchytu 
EI Elektronová ionizace 
ESI Ionizace elektrosprejem 
Et2O Diethylether 
EtOAc Ethylacetát 
FCH VUT Fakulta chemická Vysokého učení technického v Brně 
FID Plamenový ionizační detektor 
GC Plynová chromatografie 
HMDS Hexamethyldisilazane 
HPLC Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
IT Iontová past 
LC Kapalinová chromatografie 
LLE Extrakce kapalina-kapalina 
LOD Mez detekce 
LOQ Mez stanovitelnosti 
LSC Adsorpční kapalinová chromatografie 
MALDI Desorpce/ionizace laserem za pomoci matrice 
MF Mobilní fáze 
MS Hmotnostní spektrometrie 
NP Normální fáze 
Q Kvadrupólový analyzátor 
RP Obrácené fáze 
SF Stacionární fáze 
SIM Snímání samostatných iontů 
SPE Extrakce pevnou fází 
SPME Mikroextrakce pevnou fází 
TBDMS N-(tert-butyldimethylsilyl)-N-methyltrifluoroacetamid 
TCD Tepelně-vodivostní detektor 
TFA Kyselina trifluorooctova 
TMS Trimethylsilyl 
TOF Průletový analyzátor 
ÚCHTOŽP Ústav chemie a technologie ochrany životního prostředí 
UV Spektrofotometrický detektor 
VFU Veterinární a farmaceutická univerzita 
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